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Resumen 
La Tuberculosis (TB), causada por el bacilo Mycobacterium tuberculosis, es una de las enfermedades más 
prevalentes a lo largo de la historia de la humanidad. A  pesar de los esfuerzos realizados en los 
últimos  años,  su  control  se  ha  visto  afectado  por  el  surgimiento  de  cepas  del  microorganismo 
resistentes a los antibióticos empleados en su tratamiento, lo cual es consecuencia de un diagnóstico 
retardado y de una quimioterapia inadecuada. Específicamente, algunas mutaciones puntuales en los 
genes involucrados en el mecanismo de acción del antibiótico son causantes de la resistencia a los 
medicamentos. 
 
En el presente trabajo, se desarrolló y adaptó una metodología basada en hibridación reversa en línea 
para la detección de cepas de M.tuberculosis resistentes a antibióticos. Se propuso el desarrollo de tres 
formatos para detectar simultáneamente las mutaciones puntuales asociadas a resistencia, por medio 
de un sistema de amplificación/hibridación reversa basado en los mismos principios experimentales 
del  “spoligotyping”,  técnica  ampliamente  utilizada  para  la  genotipificación  de  micobacterias.  La 
modificación  propuesta  en  este  trabajo  comprende  la  adición  de  la  amina  cuaternaria  cloruro  de 
tetrametilamonio al buffer de hibridación, la que permite realizar todo el proceso de hibridación a una 
misma temperatura independiente del contenido de G:C de las sondas.   
 
La primera plataforma propuesta denominada RIOT, comprende 9 sondas diseñadas en las zonas 
donde se presentan las mutaciones de los genes rpoB, katG, e inhA, y es útil para detectar cepas 
multidrogo resistentes que presenten resistencia a rifampicina e isoniazida. La segunda plataforma, 
llamada RIOT-X, es útil para detectar cepas con resistencia extendida y comprende un total de 19 
sondas que permitan identificar mutaciones en los genes gyrA, gyrB, rrs y tlyA, brindando información 
sobre la resistencia para antibióticos de primera y segunda línea. Estas plataformas se evaluaron con 
muestras de ADN extraídas de aislados clínicos bien caracterizados, los resultados obtenidos fueron 
comparados  con  resultados  de  secuenciación  y  ensayos  de  susceptibilidad.  Ambos  formatos Abstract  IX 
 
desarrollados  arrojaron  resultados  de  sensibilidad  y  especificidad  comparables  con  los  métodos 
disponibles  comercialmente,  y  mostraron  ventajas  como  la  capacidad  de  procesar  41  muestras 
simultáneamente,  contar  con  réplicas  técnicas  simultáneas,  fácil  implementación  y  bajo  costo  en 
comparación con los disponibles comercialmente. 
 
Con  el  objetivo  de    evaluar  la  posibilidad  de  aumentar  la  cobertura  del  ensayo,  se  intentó  la 
estandarización del mismo formato diseñado en el RIOT pero en lámina de vidrio en un sistema de 
microarreglo, con resultados poco satisfactorios. Basados en los resultados obtenidos en este proyecto 
las múltiples ventajas ofrecidas por la plataforma estandarizada en membrana, se seleccionó ésta como 
la herramienta óptima entre los formatos propuestos para la detección de mutaciones que confieren 
resistencia a antibióticos en M. tuberculosis. 
 
Palabras  clave:  1)  Tuberculosis  resistente  a  drogas,  2)  mutaciones  puntuales,  3)  diagnóstico 
molecular, 4) hibridación reversa en línea, 5) spoligotyping, 6) cloruro de tetrametil amonio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Abstract 
Tuberculosis  (TB),  caused  by  the  bacillum  Mycobacterium  tuberculosis,  is  one  of  the  most  prevalent 
diseases in the human history. Although a long effort has been made in the last decades, TB control 
have been affected by the emergence of drug resistant related to mutations in the genes involved in 
the drug mechanism, as consequence of retarded and expensive diagnostic and wrong chemotherapy. 
 
In this work, one reverse hybridization-based methodology was adapted and standardized for the 
detection of drug resistant M. tuberculosis strains. This approach includes the design of three different 
formats which allow identifying drug-resistant associated single nucleotide polymorphisms, through an 
amplification/reverse hybridization system, which is based on the same experimental principles of the 
“spoligotyping”, a widely used technique for mycobacterial genotyping, The innovation proposed in 
this work includes the addition of the quaternary ammine, tetramethyl ammonium chloride in the 
hybridization/washing buffer. This reagent allows making all the process at the same temperature, 
independently of the G:C content of the oligonucleotide probes.  
 
The first platform, called Rifampin-Isoniazid Oligotyping RIOT. includes 9 probes designed in the 
most common frequent mutated regions of the rpoB, katG, e inhA genes, and is useful for detect 
multidrug resistance strains by the detection of mutations in the rifampin and isoniazid target genes. 
Similarly,  the  standardization  and  evaluation  of  a  second  platform  called  RIOT-X.  useful  in  the 
detection of extended resistance strains, includes 19 probes for detect mutations in the genes gyrA, 
gyrB, rrs y tlyA and allows having information about resistance to first and second line drugs. These 
assays were standardized and evaluated with DNA samples extracted from well - caracterizated strains, 
and the results were compared with sequencing and drug susceptibility testing. The main advantages 
of the proposed methods are: the capacity to run simultaneously 41 samples, the inclusion of technical 
replicates in the same assay, the user-friendly laboratory procedure and the low cost in comparison 
with commercial available tests. 
   
The adaptation of the first designed platform to glass slides in a microarray format was evaluated in 
order to explore the possibility to increase the coverage of the test. Unfortunately, this platform 
showed not satisfactory results. Therefore, due to the results obtained in this project, the membrane Abstract  XI 
 
platform was chose as the best practical tool for detection of drug resistant-associated mutations in M. 
tuberculosis. 
 
Keywords: 1) Molecular diagnostic tools, 2) Reverse hybridization, 3) spoligotyping, 4) tetramethyl 
ammonium  chloride  5)  Drug  resistant  tuberculosis  6)  single  nucleotide  polymorphisms.Contenido  XIII 
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Introducción 
La tuberculosis (TB) es una enfermedad crónica que representa uno de los mayores problemas de 
salud pública en el mundo. Aunque en la última década se han realizado muchos estudios encaminados 
a profundizar y entender la infección tuberculosa su incidencia no ha disminuido. Según el último 
reporte  de  la  Organización  Mundial  de  la  Salud  (OMS),  para  finales  del  2009  se  reportaron  9,4 
millones de casos de TB (47). Esta enfermedad es causada por la infección con el bacilo Mycobacterium 
tuberculosis (MTB) y generalmente afecta el aparato respiratorio, pero puede llegar a afectar diferentes 
órganos. El contagio de la TB ocurre principalmente por vía aérea, mediante la inhalación de aerosoles 
contaminados con el bacilo tuberculoso. Una vez esta llega a los pulmones se pueden presentar varias 
situaciones: 1) La respuesta inicial del hospedero puede eliminar completamente el bacilo; 2) la bacteria 
logra crecer y propagarse inmediatamente después de la infección, dando lugar a la fase primaria de la 
enfermedad; 3) el bacilo puede entrar a un estado de latencia y nunca causar la enfermedad; 4) el bacilo 
en latencia logra eventualmente entrar en estado activo y desarrollar la enfermedad (56). Esta última 
situación se ve muy favorecida por supresión en el sistema inmune del hospedero, por lo que el VIH 
se convierte en el perfecto aliado para poder salir del estado latente y causar la enfermedad (18), una de 
las principales razones por las que la TB se ha mantenido prevalente en los últimos años. 
 
Por otro lado, la TB causada por cepas sensibles se puede curar en la mayoría de los casos si se trata 
correctamente, pero sin tratamiento esta puede ser mortal en 5 años. Debido a la mala implementación 
de los sistemas de salud pública, especialmente en los países en desarrollo, la emergencia de cepas de 
MTB con diferentes niveles de resistencia a antibióticos han resultado ser una verdadera amenaza para 
el manejo y control de esta enfermedad, aumentando considerablemente el costo de un tratamiento 
efectivo, sumado a que muchos pacientes abandonan el tratamiento en sus primeras etapas debido a 
una mejoría aparente. 
 
La resistencia adquirida en MTB, se asocia principalmente a una administración inadecuada de los 
antibióticos (64), y debido a que MTB tiene un ciclo muy lento de replicación, el diagnóstico de este 
tipo de cepas por los métodos de cultivo convencionales se retardan entre 30 y 60 días, lo que trae 
como consecuencia un tratamiento inadecuado que genera selección y por lo tanto resistencia. 2  Introducción 
 
 
El procedimiento convencional para detectar cepas resistentes, consiste en observar el efecto de los 
antibióticos en el metabolismo o la multiplicación bacteriana en cultivo. Este procedimiento se puede 
llevar a cabo, mediante la visualización directa de las colonias al microscopio, detectando el consumo 
de  oxígeno,  la  producción  de  CO2  radioactivo,  una  actividad  enzimática  específica  o  cambios  de 
presión atmosférica en los frascos de cultivo. También algunas metodologías usan medio de cultivo 
líquido,  en  el  que  es  posible  alcanzar  un  crecimiento  más  rápido,  pero  que  presenta  riesgo  de 
contaminación y producción de aerosoles, lo que requiere de un nivel de bioseguridad muy estricto. 
Por esta razón resulta de gran utilidad disponer de métodos que permitan la identificación de este tipo 
cepas en un tiempo corto, para así poder brindar un cuidado especial a estos casos y lograr dar un 
primer paso hacia evitar la propagación.  
 
La resistencia de MTB a los antibióticos, es debida a mutaciones puntuales generadas por presión de 
selección en los genes que codifican las proteínas y/o enzimas involucradas en el mecanismo de acción 
del antibiótico. Para detectar estas mutaciones puntuales se han desarrollado métodos moleculares 
basados en principios de hibridación, como una alternativa para el diagnóstico de la enfermedad y para 
identificar  los  niveles  de  resistencia,  ya  que  ofrecen  altos  grados  de  sensibilidad,  especificidad  y 
reducen el tiempo de diagnóstico considerablemente (48). De hecho, existen plataformas comerciales 
que  han  sido  evaluadas  en  diferentes  configuraciones  y  han  arrojado  muy  buenos  resultados  de 
sensibilidad  y  especificidad  (7),  sin  embargo,  en  algunos  casos  se  vuelven  muy  sofisticadas  y  su 
implementación en laboratorios de países en vía de desarrollo resulta costoso, debido a la necesidad de 
adquirir equipos y reactivos que no son muy comunes en estos laboratorios. 
 
La hibridación reversa en línea es un formato que ha sido ampliamente usado en la técnica conocida 
como “spoligotyping”, la cual permite la identificación de linajes en MTB (34). Igualmente, se ha 
implementado  para  detectar  mutaciones  que  confieren  resistencia  a  rifampicina  (RIF)  y  otros 
antibióticos (44). Sin embargo la hibridación simultánea de sondas de diferente longitud se complica 
debido a los diferentes contenidos de G:C de las sondas. Para superar esta limitación, se adaptó el uso 
de cloruro de tetrametilamonio (TMAC) en el buffer de lavado/hibridación, el cual permite llevar a 
cabo  hibridaciones  isotérmicas  con  diferentes  sondas  del  mismo  tamaño,  independiente  de  su 
contenido de G:C (69). 
 
En el presente trabajo se diseñó y evaluó una plataforma molecular  que permite la detección de 
mutaciones puntuales asociadas a resistencia a antibióticos en MTB a partir de ADN extraído de 
aislados clínicos. Esto se logró basándose en los mismos principios experimentales del spoligotyping,  Introducción  3 
 
incluyendo  la  adición  de  cloruro  de  tetrametil  amonio  (TMAC)  en  el  buffer  de  hibridación  para 
simplificar  el  diseño  de  las  sondas  y  lograr  hacer  un  proceso  a  la  misma  temperatura.  
 
1. Planteamiento del problema y justificación 
La resistencia adquirida a drogas en MTB es un problema importante de salud pública, especialmente 
en los países en vía de desarrollo en donde es difícil el acceso a los medicamentos, y a métodos de 
diagnóstico de última tecnología. Esta es una de las principales razones por lo que la TB persiste en un 
alto porcentaje de la población mundial, lo que la convierte en un problema para su control (47). 
 
Aunque existen una gran variedad de métodos para la detección tanto de la enfermedad como para la 
identificación de la resistencia (16), la mayoría de los países alrededor del mundo siguen utilizando los 
métodos fenotípicos convencionales basados en cultivo, los que son muy lentos y tienen un nivel de 
sensibilidad entre 40 y 60%. Esto contribuye en un alto grado a la propagación de la enfermedad, por 
lo  que  es  necesario  el  desarrollo  e  implementación  de  nuevas  técnicas  basadas  en  principios 
moleculares que sirvan de complemento a las técnicas genotípicas, reduzcan el tiempo de diagnóstico y 
que además sean accesibles, económicos y de fácil implementación para laboratorios de países en vía 
de desarrollo.  
1.1  Hipótesis de investigación 
Teniendo en cuenta que el spoligotyping es una técnica ampliamente conocida en el campo de la TB y 
está basada en el mismo principio de hibridación reversa de las pruebas comerciales que detectan 
mutaciones que confieren resistencia en MTB, es posible adaptar esta metodología para el mismo fin, 
diseñando  sondas  sobre  las  regiones  génicas  donde  se  presentan  estas  mutaciones  asociadas  a 
resistencia. Este diseño se puede simplificar si se usa TMAC en el buffer de hibridación/lavado para 
poder utilizar sondas del mismo tamaño y poder realizar todo el proceso de hibridación a la misma 
temperatura.  La  estrategia  planteada  permitiría  desarrollar  un  formato  más  económico  y  de  fácil 
implementación en laboratorios de referencia, lo cual puede ser una herramienta que serviría como 
complemento de las pruebas fenotípicas para el diagnóstico de cepas resistentes de MTB.  
 
 
2.  Marco Teórico 
2.1  Características generales de M. tuberculosis 
M. tuberculosis es un bacilo aerobio obligado, ácido-alcohol resistente, sin movilidad y de crecimiento 
muy  lento.  Su  genoma  se  caracteriza  por  tener  un  contenido  de  G:C  del  65,5  %  distribuido 
uniformemente en toda su extensión (60). Además posee una envoltura celular compleja, compuesta 
por  una  membrana  plasmática,    cubierta  por  una  pared  compuesta  de  peptidoglicano  unido  a 
arabinogalactano  y  una  capa  externa  descrita  recientemente  compuesta  principalmente  de  ácidos 
micolicos y glicolípidos (32). 
Gracias a que se cuenta con la secuencia completa del genoma de la cepa de referencia M. tuberculosis 
H37Rv (13), se sabe que MTB cuenta con 4048 marcos abiertos de lectura que conforman el genoma 
con 3924 genes que codifican para proteínas de las cuales el 22,8% codifican para intermediarios de 
metabolismo  y  respiración,  18%  para  la  pared  celular  y  procesos  de  la  pared  celular,  6%  para 
metabolismo de lípidos, 5% en información de vías metabólicas, 3,8% en secuencias de inserción y 
2,5%  en  factores  de  virulencia,  detoxificación  y  adaptación.  El  porcentaje  restante  corresponde  a 
proteínas de función desconocida y proteínas hipotéticas conservadas.(9) 
MTB pertenece a un grupo de especies conocidas como el Complejo Mycobacterium tuberculosis (CMTB), 
que incluye micobacterias que producen algún tipo de enfermedad, entre las que se encuentran M. 
tuberculosis, M. africanum, M.canetti, M. bovis, M. microti, M. pinnipedii, M. caprae y M. mungi. Todos ellos 
comparten un 99,95% de identidad a nivel de ADN, pero poseen una amplia variabilidad fenotípica en 
cuanto a sus hospederos, tipo de patología y severidad de la enfermedad (59). 
MTB es un patógeno capaz de producir una enfermedad progresiva o una infección latente (49). La 
infección inicial usualmente ocurre en los pulmones y en la mayoría de los casos es controlada por el 
sistema inmune. Solo el 10% de estas infecciones conllevan a una enfermedad progresiva. Incluso, 
después de un tratamiento exitoso para el control primario de la infección, algunos bacilos permanecen 
en estado no replicativo o dormancia por el resto de vida del individuo (24). Este estado infeccioso, Marco Teórico  7 
 
llamado infección latente, es clínicamente asintomático y, de hecho, la mayoría de casos activos de 
tuberculosis aparecen como resultado de una infección latente (3). 
2.2  Diagnóstico de TB 
El diagnóstico de la enfermedad activa tanto pulmonar como extrapulmonar, se basa en observaciones 
clínicas,  radiografías  de  tórax,  cultivo  líquido  o  sólido  de  muestras  clínicas  y  más  recientemente 
amplificación  por  PCR  y  detección  basada  en  hibridación  de  regiones  específicas  del  genoma  en 
aislados clínicos. La microscopia para detectar los bacilos acido-alcohol resistentes a partir de muestras 
clínicas es un ensayo rápido, y barato, sin embargo, es positivo en un rango de 34-80% de los esputos 
y es negativo en la mayoría de los pacientes co-infectados con VIH debido a presentaciones atípicas de 
la enfermedad. La sensibilidad de otro tipo de muestras es incluso menor  y además no diferencia TB 
de infecciones causadas por otras micobacterias del complejo. La prueba estándar para diagnosticar TB 
es el cultivo, se lleva a cabo en medio LJ (Lowensten – Jensen), y puede tomar de 4 a 6 semanas 
debido al ciclo lento de replicación de M. tuberculosis. También existe la opción de cultivos líquidos que 
tarda entre 7 a 12 días pero con más riesgo de contaminación. Estas técnicas tienen un límite de 
detección muy bajo (70), y por lo general subestiman la mitad de los casos. Actualmente se están 
implementando  métodos  de  detección  por  microscopia  de  fluorescencia,  con  los  que  se  busca 
aumentar  la  sensibilidad  alrededor  de  un  10%  y  disminuir  el  tiempo  necesario  para  alcanzar  el 
resultado (61). 
 
También existen los métodos moleculares que han brindado la posibilidad de un diagnóstico rápido a 
partir  de  muestras  clínicas,  y  los  que  se  recomiendan  cuando  la  micobacteria  no  crece  lo 
suficientemente  rápido,  y  además  brindan  la  posibilidad  de  diferenciar  MTB  de  micobacterias  no 
tuberculosas (NTM). Algunas pruebas como los “Line probe assays” han sido aprobadas por la OMS 
para  muestras  respiratorias.  Ensayos  basados  en  PCR  varían  en  su  blanco  de  amplificación, 
plataformas de detección y grados sensibilidad. Sin embargo, las pruebas moleculares en algunos casos 
se vuelven muy costosas debido a sus altos requerimientos técnicos y personal altamente entrenado y 
calificado para su manipulación(63). 
2.3  Tratamiento  
Los antibióticos que se utilizan usualmente para tratar la TB se clasifican en 2 grupos de acuerdo a su 
eficacia, potencia y efectos secundarios. De este modo, existen los antibióticos de primera línea como 
los son rifampicina (RIF), isoniazida (INH), pirazinamida (PZA) y etambutol (ETH), y los de segunda 8   
 
línea como las fluoroquinolonas (FQ) y los medicamentos inyectables tales como capreomicina (CAP) 
y kanamicina (KAN). El tratamiento recomendado actualmente para la TB sensible consiste en la 
administración  inicial  de  4  o  5  drogas  de  primera  línea  por  dos  meses,  seguido  de  una  fase  de  
estabilización de 4 meses con RIF e INH. Es muy importante que las personas que padecen de la 
enfermedad finalicen sus medicamentos con rigurosidad, ya que si el tratamiento se interrumpe muy 
rápido puede haber una recaída y los bacilos que permanecen vivos pueden volverse resistentes. En 
este caso, o cuando los medicamentos de primera línea producen efectos secundarios en el paciente, se 
usan los antibióticos de segunda línea. Aun así su uso tiene mal pronóstico, son mucho más caros y de 
difícil acceso, además el tratamiento puede durar alrededor de dos años y requiere de un alto nivel de 
cooperación del paciente (38) 
Las pruebas de sensibilidad deben llevarse a cabo lo más pronto posible cuando se sospecha de un 
caso  de  resistencia,  para  no  promover  el  desarrollo  de  nueva  resistencia  debido  a  una  terapia 
inespecífica. 
2.4  Resistencia a antibióticos de M. tuberculosis 
Los antibióticos clásicamente usados para el tratamiento de la TB son RIF e INH, si una cepa adquiere 
resistencia a por lo menos estos dos antibióticos, se considera multiresistente (MDRTB, Multi - Drug 
Resistant Tuberculosis). Si además, adquiere resistencia a alguna de las fluoroquinolonas (FQ) y a uno 
de los medicamentos inyectables tales como kanamicina (KAN), amikacina (AMI) y/o capreomicina 
(CAP)  se  considera  una  cepa  con  resistencia  extendida  o  XDRTB  (Extend  Drug  Resistant 
Tuberculosis) (47). 
2.4.1  Mecanismos de Resistencia Adquirida en MTB 
Hasta lo que se conoce actualmente, la resistencia adquirida a antibióticos en M. tuberculosis no se 
produce  por  transferencia  horizontal  de  información  genética  debido  a  que  no  posee  elementos 
móviles como plásmidos o transposones, tal como sucede en la mayoría de los microorganismos 
patógenos. La resistencia en MTB es adquirida al azar durante el tratamiento, debido a mutaciones 
puntuales que se generan en los genes que codifican para las moléculas involucradas en el mecanismo 
de  acción  del  antibiótico.  Estas  mutaciones  pueden  llegar  a  propagarse  dentro  de  una  población 
bacteriana como función del tamaño mismo de la población y de la duración de la colonización del 
hospedero (28, 55). Estas mutaciones se presentan en una frecuencia entre 10-6 y 10-8 por replicación 
celular. Dado que estas mutaciones no están ligadas, la probabilidad de desarrollar una resistencia 
bacilar a tres antibióticos administrados de forma simultánea es de 10-18 a 10-27, lo que se consideraría Marco Teórico  9 
 
casi imposible (71). Sin embargo, debido a errores netamente humanos, la resistencia adquirida en 
MTB, es consecuencia de una administración incorrecta del tratamiento, ya sea por negligencia del 
paciente, absorción insuficiente del medicamento, contraindicaciones, prescripción médica incorrecta 
producida por un diagnóstico retardado y/o difícil acceso a los medicamentos, lo que hace que un 
evento que parece imposible se convierta en una problemática muy grave para el control de la TB.  
 
Para  algunos  antibióticos,  estas  mutaciones  han  sido  ampliamente  estudiadas  y  caracterizadas, 
especialmente para los de primera línea (5, 52). En la tabla No 2.1, se encuentran un resumen de las 
mutaciones más frecuentes asociadas a resistencia a antibióticos de primera y segunda línea (53).  
 
Las  bases  moleculares  para  la  resistencia  a  INH,  involucran  una  gran  variedad  de  mutaciones 
(inserciones,  deleciones  y  mutaciones  puntuales)  en  diferentes  genes,  debido  a  que  presenta  un 
mecanismo de acción muy complejo, que permanece aún sin elucidar completamente. La INH actúa 
como una prodroga, y el mecanismo involucra su activación por la enzima Calalasa-Peroxidasa KatG 
cuya acción enzimática sobre la droga genera especies muy reactivas, que entre otros procesos, inhiben 
la enzima InhA (51), una enoil-ACP-reductasa, que interviene en la síntesis de ácidos grasos de la  
pared.  Se  ha  encontrado  que  mutaciones  en  los  genes  katG  y  la  región  promotora  del  gen  inhA 
confieren resistencia a INH. Las mutaciones en el gen katG se dan frecuentemente entre los codones 
138 y 328, particularmente en el codon 315 y su efecto neto es disminuir la actividad peroxidasa de la 
enzima. Las mutaciones en inhA se dan en las posiciones -15 y -8 de la región promotora del gen, y su 
efecto neto es aumentar la expresión del gen para causar un efecto de titulación, en el que se produce 
suficiente enzima para ser inhibida por las especies reactivas de la INH, y que puede continuar con su 
función en la síntesis de ácidos grasos. Sin embargo algunas cepas resistentes a INH no presentan una 
mutación asociada. 
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Tabla 2.1 Mutaciones más frecuentes asociadas a resistencia a antibióticos en MTB. Basada en la 
información del TBDReaMDB (http://www.tbdreamdb.com). 
Antibiótico  Gen  Codón  Proteína codificada  Frecuencia de 
Mutación % 
INH  katG 
inhA 
315 
-15 
Catalasa-peroxidasa 
Enoil reductasa 
50 – 95 
8 – 43 
RIF  rpoB  531, 526 y 516  Subunidad β ARN polimerasa  95 
PZA  pncA  68  Nicotinamidasa  72 – 97 
EMB  embB  306  Arabinosil transferasa  47 – 65 
STR  rpsL 
rrs 
gidB 
43 
513 
+ 
Proteína ribosomal S12 
ARN ribosomal 16S 
Metiltranferasa rARN 
52 – 59 
8 – 21 
+ 
ETH  etaA  Varios*  Flavin monooxigenasa  37 
FQ  gyrA 
gyrB 
94 
538 
ADN girasa sub-unidad A 
ADN girasa sub-unidad B 
75 – 94 
KAN 
AMI 
rrs  Varios*  ARN ribosomal 16S 
 
76 
CAP  tlyA  Varios*  2´-O-metil transferasa  + 
*Indica varias mutaciones con bajas frecuencias. 
 + Mutaciones aun no estudiadas. 
 
RIF es un derivado lipofílico de la rifamicina, esta se une a la subunidad  de la ARN polimerasa 
(codificada por rpoB) inhibiendo la transcripción de ARN y en consecuencia la síntesis de proteínas. 
Mutaciones en rpoB confieren resistencia a RIF afectando el lugar de unión de la droga. Se sabe que el 
90-95% de las cepas resistentes a RIF tienen mutaciones puntuales o pequeñas inserciones/deleciones 
muy frecuentemente dentro de una región de 81 pares de bases comprendida entre los codones 502 a 
536. La resistencia a RIF se atribuye principalmente a que estos polimorfismos afectan la afinidad de la 
proteína por la droga (25).  
 
Las  fluoroquinolonas  como  levofloxacina  o  moxifloxacina  inhiben  la  replicación  del  ADN  (68) 
Mutaciones en los genes gyrA y gyrB, son responsables de los niveles de resistencia, debido a que 
afectan el sitio de unión de la droga a la enzima ADN girasa, codificada por estos genes. Por otro lado, 
los  aminoglicósidos  o  medicamentos  inyectables  como  CAP,  KAN  y  AMI  inhiben  la  síntesis  de 
proteínas  (4).  Mutaciones  en  el  gen  rrs  confieren  resistencia  cruzada  para  estos  antibióticos,  las Marco Teórico  11 
 
mutaciones en genes como tlyA, se asocian principalmente a resistencia a CAP (4, 41). Sin embargo, 
debido a que no han sido profundamente estudiadas, la frecuencia con la que se presentan estas 
mutaciones no es tan alta como en los medicamentos de primera línea, por lo que la búsqueda de estos 
marcadores continúa siendo un reto (67). 
2.5  Incidencia de la tuberculosis resistente 
Según la OMS en el 2008 se estimaron aproximadamente 440.000 casos de multiresistencia en el 
mundo. 27 países suman el 86% de los casos, de los que 15 de ellos se encuentran en Europa. Los 
cuatro países que presentan mayor número de casos son India con 131.000 casos, China con 112.000 
casos, la Federación de Rusia con 43.000 casos y Sudáfrica con 16.000 casos. De mayor preocupación 
resulta que 58 países reportaron por lo menos un caso de resistencia extendida para julio de 2010. Y 
aún peor, se estima que menos del 12% de los casos de resistencia son reportados (47). 
2.6  Identificación de resistencia a antibióticos en MTB. 
Para identificar los casos de resistencia a antibióticos, los métodos convencionales basados en cultivo, 
son los más accesibles y utilizados en clínica, que al igual que el diagnóstico de la enfermedad activa 
presenta la desventaja de tardar de tres a ocho semanas adicionales, debido a que es necesario detectar 
bacterias  cultivadas  en  medio  suplementado  con  antibiótico  haciendo  el  proceso  más  lento  y 
dificultando  una  formulación  adecuada  del  tratamiento.  Actualmente  se  han  desarrollado  técnicas 
como BACTEC (14), y el MGIT (Mycobacterial Growth Indicator Tube), que disminuyen el tiempo de 
diagnóstico a máximo 3 semanas. Estas metodologías se basan en construir curvas de crecimiento 
mediante la detección por medio de radiometría o fluorescencia del consumo de oxígeno en el cultivo 
(17). Su principal desventaja es el requerimiento de reactivos costosos, un nivel alto de bioseguridad y 
equipos no muy comunes en los laboratorios de países en desarrollo, anudado al hecho de que es 
necesario esperar el cultivo, que en el mejor de los casos tardan de 7 a 15 días (46). 
 
También se han desarrollado métodos colorimétricos que se basan en reacciones oxido-reducción que 
sirven  como  indicadores  del  crecimiento  de  MTB  en  presencia  de  antibiótico.  Aquí  se  utilizan 
indicadores  redox  como  el  azul  de  alamar,  el  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-diphenyl  bromuro  de 
tetrazoolio (MTT) y la resarzurina (1, 40). Estas técnicas son sencillas y han mostrado muy buenos 
desempeños,  pero  hay  que  tener  mucha  precaución  con  la  contaminación  que  conduzca  a  falsos 
positivos (2). Recientemente la OMS recomendó algunos de estos métodos para el diagnóstico de 
resistencia en TB (47). 12   
 
 
Adicionalmente,  existen  las  pruebas  genotípicas  basadas  en  principios  de  biología  molecular,  que 
presentan la gran ventaja de arrojar resultados rápidos, y pueden ser practicados directamente en la 
muestra clínica que tenga una suficiente carga bacilar. Es recomendación de los Centros para el control 
y prevención de enfermedades (CDC), realizar un ensayo molecular a todo paciente sospechoso de TB 
activa, independientemente del resultado de la baciloscopia (63). 
 
Estos ensayos moleculares se diseñan con el objetivo de identificar las mutaciones que confieren el 
fenotipo de resistencia a los antibióticos. Como se describió anteriormente, estas mutaciones son muy 
específicas para cada antibiótico y en el mejor de los casos se presentan sobre una misma región del 
gen implicado con una frecuencia alta, lo que permite su identificación (52). Sin embargo, la principal 
limitación de estas técnicas es que las mutaciones no han sido totalmente caracterizadas para algunas 
drogas, lo que explica porque estas pruebas genotípicas fallan a la hora de identificar algunos casos de 
resistencia  fenotípica  (72).  Además,  la  distribución  geográfica  de  las  mutaciones  que  confieren 
resistencia, pueden cambiar estableciendo una relación entre el linaje de las cepas y la capacidad de 
adquirir la resistencia, como lo que sucede con la familia Beijing (29). 
 
Existen plataformas comerciales basadas en principios de biología molecular que están disponibles 
para la detección de resistencia en MTB. Estas incluyen secuenciación de ADN, hibridación reversa en 
fase sólida, microarreglos y técnicas basadas en PCR en tiempo real (48). La secuenciación del ADN da 
la información completa del gen o genes de estudio, y permite compararla simultáneamente con la de 
una cepa silvestre de referencia. Igualmente produce resultados precisos y reproducibles, por lo que se 
considera el método genotípico de referencia. Sin embargo, pocos laboratorios tienen el personal 
entrenado y los equipos necesarios para llevar a cabo esta metodología.  
 
Como alternativa, existen métodos comerciales basados en hibridación en fase sólida. Dichos métodos 
se fundamentan en hibridar una serie de sondas específicas inmovilizadas en un soporte sólido con 
fragmentos amplificados de genes de interés del patógeno. Por ejemplo, la prueba conocida como 
INNO-LiPA Rif.TB® (Innogenetics, Ghent, Belgium) consiste en una tira que sirve para detectar 
resistencia a RIF. Esta contiene inmovilizadas 4 sondas silvestres y 5 mutantes, diseñadas sobre la 
región de 81pb donde se presentan las mutaciones asociadas a la resistencia a RIF (33) (Tabla 2.1). El 
ensayo  ha  sido  ampliamente  evaluado  y  presenta  una  sensibilidad  y  especificidad  de  95  y  100% 
respectivamente  (7).  Más  recientemente  se  está  evaluando  la  prueba  conocida  como  GenoType® 
MTBDRplus  kit  (Hain  Lifescience,Nehren,  Germany)  que  cubre  mutaciones  en  el  gen  de  rpoB,  e 
incluye  sondas  para  detectar  mutaciones  en  los  genes  katG  e  inhA,  detectando  simultáneamente Marco Teórico  13 
 
resistencia a RIF e INH (30). Este ensayo presenta una sensibilidad y especificidad de 96,4 y 92,7 % 
respectivamente para resistencia a RIF y 95,5 y 100% para resistencia a INH (8). La misma compañía 
lanzó al mercado una nueva plataforma llamada Genotype MTBDRsl assay la cual ha sido diseñada 
para detectar resistencia a EMB y las principales drogas de segunda línea. Sin embargo todavía se 
encuentra en evaluación debido a que no ha conseguido buenos niveles de sensibilidad y especificidad 
(31). 
 
Las técnicas basadas en PCR en tiempo real, permiten cuantificar la hibridación mediante el aumento 
de la señal de fluorescencia, a medida que se va amplificando la región de interés del patógeno. Hasta 
ahora se han utilizado sondas para la detección de resistencia a RIF e INH, basadas en tecnología  
TaqMan (23); sondas de transferencia de energía (54); "beacons" moleculares (65); y bisondas (20). 
Comercialmente se encuentran disponibles pero su costo e implementación no es de fácil acceso para 
países en vías de desarrollo y aunque presentan valores de sensibilidad/especificidad entre 89 y100% 
para  la  detección  de  cepas  MDRTB  (50),  hasta  ahora  no  se  ha  reportado  una  evaluación  inter-
laboratorio de estas técnicas debido probablemente al alto costo de su implementación. 
 
También se han desarrollado pruebas en formato de microarreglo para la detección de resistencia, 
entre ellas, la más conocida es la llamada TB-Biochip, que usa oligonucleotidos inmovilizados en una 
base de poliacrilamida o de vidrio (42) y detecta simultáneamente resistencia a RIF e INH. 
2.7  Hibridación Reversa en Línea (Reverse Line Blot 
Hybridization, RLBH) 
Este  formato  de  hibridación  reversa  ha  sido  ampliamente  utilizado  en  diferentes  aplicaciones,  y 
particularmente en el campo de la TB en la técnica conocida como “spoligotyping”, en donde se aplica 
para identificar linajes de M. tuberculosis, en laboratorios de referencia dedicados a la genotifipicación y 
epidemiología de MTB (34). Este ensayo se fundamenta en la hibridación de productos de PCR de la 
región génica de MTB conocida como DR (Direct Repeat), a sondas diseñadas sobre zonas conocidas 
como  espaciadores  contenidas  dentro  de  esta  región. Al  detectar  la presencia  o ausencia  de  cada 
espaciador se obtienen patrones genotípicos únicos para ciertos linajes de MTB. Las sondas están 
inmobilizadas a una membrana de Nylon y los productos de amplificación están marcados con biotina, 
para posteriormente realizar una detección por medio de quimioluminiscencia.  
 
Este mismo formato ha sido adaptado incluyendo sondas específicas para detectar las mutaciones más 
frecuentes asociadas a resistencia a RIF y otros antibióticos (Tabla 2.1) (36, 44, 57, 62). Sin embargo 14   
 
presentan el inconveniente que el diseño de las sondas es algo complicado y dispendioso, debido a que 
es necesario ajustar su longitud de tal modo que todas tengan el mismo contenido de G:C, y se logre 
hacer una hibridación a la misma temperatura. Por lo tanto, la estandarización y reproducibilidad del 
ensayo es complicado y limita el análisis simultáneo (57). 
2.8  Cloruro de tetrametil amonio (TMAC) 
Esta amina cuaternaria tiene la capacidad de interactuar con los puentes de hidrógeno formados entre 
los pares G:C disminuyendo la estabilidad térmica de los mismos mediante un efecto electrostático 
inespecífico.  Al mismo tiempo y de una manera proporcional, aumenta la estabilidad de los puentes 
de hidrogeno entre los pares A:T (45). Esto es debido principalmente a un efecto competitivo del 
catión tetrametil-amonio por la formación de puentes de hidrógeno con las bases nitrogenadas y con el 
agua,  lo  que  altera  la  estructura  de  la  doble  hélice  de  ADN  (39)  y  disminuye su  temperatura  de 
disociación (Td). De esta manera, se logra que un proceso de hibridación de ADN se pueda realizar a 
una misma temperatura independientemente de la secuencia de ADN y el contenido de G:C de la 
misma. Se ha establecido que la Td a concentraciones de TMAC entre 3 y 5M se vuelve constante a 
medida que la cadena de oligonucleótidos es mayor (47, 69). 
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3. Objetivos 
3.1  Objetivo General 
Desarrollar una plataforma molecular que permita a partir de ADN extraído de aislados clínicos, la 
identificación rápida de cepas de M. tuberculosis con resistencia a antibióticos, basándose en un formato 
de hibridación reversa, que permita una fácil implementación en laboratorios de referencia. 
3.2  Objetivos Específicos 
3.2.1 Diseñar y estandarizar un sistema de hibridación reversa en membrana de nylon, que 
permita  la  identificación  simultánea  de  cepas  de  M.  tuberculosis  resistentes  a  rifampicina  e 
isoniazida (MDR-TB). 
3.2.2  Extender  y  evaluar  la  plataforma  desarrollada,  en  la  identificación  de  resistencia  a 
fluoroquinolonas y medicamentos inyectables (XDR-TB),  
3.2.3  Aplicar los resultados obtenidos, en el diseño de una plataforma en placa de vidrio que 
permita  evaluar  la  posibilidad  de  aumentar  la  cobertura  del  ensayo  incluyendo  un  mayor 
número de polimorfismos, y lograr así altos niveles de sensibilidad y especificidad. 
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4. Materiales y Métodos 
4.1  Aislados Clínicos  
124 aislados clínicos de M. tuberculosis de diferentes orígenes geográficos (ver anexos) y la cepa de 
referencia M. tuberculosis H37Rv, utilizados en este trabajo fueron suministrados y manejados por los 
siguientes laboratorios: Mycobacteriology Unit, Institute of Tropical Medicine (Bélgica), Swedish Institute for 
Infectious  Disease  Control  (Suecia),  Instituto  Nacional  de  Enfermedades  Infecciosas  ANLIS  C.  G.  Malbrán 
(Argentina), Hospital Dr. Cetrángolo (Argentina) y State Agency of Tuberculosis and Lung Diseases (Letonia). 
Los mencionados laboratorios se encargaron de cultivar los aislados clínicos, realizar la extracción de 
ADN cromosómico, y enviarlo a la Corporación CorpoGen, Bogotá, Colombia, para su evaluación. 
4.2  Extracción de ADN de aislados clínicos 
Este  procedimiento  se  llevó  a  cabo  por  los  laboratorios  listados  anteriormente  en  áreas  de 
bioseguridad tipo III, según un protocolo diseñado por CorpoGen. Los aislados clínicos se cultivaron 
en medio sólido (agar Löwenstein-Jensen o Middlebrook) por 4 semanas a 37ºC. Luego, una colonia 
de M.tuberculosis se resuspendió en 100L de agua destilada y se llevó a ebullición durante 30 minutos. 
Posteriormente, esta suspensión se centrifugó a 16000 x g por 5 minutos. Se recuperó el sobrenadante 
al que se le agregó 10L de Acetato de Sodio 3M, pH 4,8 y 250L de etanol frío. Esta mezcla se 
incubó a -20°C por 60 minutos, luego se centrifugó, el pellet se lavó con 200L de etanol al 70%, se 
descartó el sobrenadante y los tubos se dejaron secar a temperatura ambiente. Los ADNs secos se 
codificaron y se enviaron a la Corporación CorpoGen. Los pellets fueron resuspendidos en 50L de 
buffer  TE  (Tris  10  mM  pH  8.0;  EDTA  1mM)  y  se  cuantificaron  con  ayuda  del  espectrómetro 
Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo scientific).  
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4.3  Diseño de iniciadores y sondas 
Para el diseño de iniciadores y sondas se llevó a cabo una revisión bibliográfica exhaustiva en la base 
de datos PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) del NCBI, utilizando como palabras clave 
“MDR-TB resistance”, “XDR-TB resistance”, “mutation-asociated drug resistance TB”, entre otros. 
Se  tuvieron  en  cuenta  aquellas  publicaciones  de  los  últimos  6  años  correspondientes  a  diferente 
distribución geográfica. También se tuvo en cuenta la información contenida en la base de datos 
“Tuberculosis  Drug  Resistance  Mutation  Database”  (53)  (http://www.tbdreamdb.com).  Una  vez 
confirmadas las regiones a amplificar se diseñaron los iniciadores con ayuda del programa Oligo 6 
(Molecular  Biology  Insights,  Inc.),  de  tal  forma  que  todos  los  iniciadores  diseñados  tuvieran  una 
temperatura de anillaje similar, para al mismo tiempo diseñar una PCR multiplex (Tabla 2). Las sondas 
se diseñaron sobre la secuencia silvestre de los genes de interés (GenBank ID: AL123456.2), con una 
longitud entre 18 y 20 bases y con la mutación a detectar ubicada en la mitad de la sonda (Tabla 4.2). 
La especificidad de los iniciadores y sondas diseñados se comprobó por medio de la herramienta 
nblast  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  del  NCBI,  utilizando  los  parámetros  por  defecto 
contra la base de datos nr (non-redundant) 
4.4  PCR multiplex 
Con el objetivo de llevar a cabo el ensayo de una manera rápida y sencilla, se desarrolló una PCR 
multiplex para lograr la amplificación simultánea de todas las regiones de interés con los iniciadores 
diseñados. Para obtener las condiciones óptimas de la PCR, en un volumen final de 25L se variaron 
las concentraciones de los reactivos de la siguiente manera: MgCl2 entre 1,0 – 4,0mM , iniciadores entre 
0,2 - 0,6mM, DNA polimerasa entre 1,0 - 1,25U, 0,3 mM de dNTP’s y ADN entre 20 y 50ng. El 
programa de amplificación incluyó un paso de denaturación inicial a 94°C por 7 minutos, seguido de 
40 ciclos compuestos por una denaturación a 94°C por 30 segundos,  anillaje a 62°C por 30 segundos, 
y una extensión por 60 segundos a 72°C. Al final se hace una extensión a 72°C por 10 minutos. La 
presencia de los productos amplificados se detectó por electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en 
buffer TAE (Tris - Acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8.3).   18 
     
4.5  Hibridación Reversa en Línea (RLBH) 
Este procedimiento consta de tres pasos: Activación de las membranas, Hibridación y Detección. Para 
la activación cada una de las sondas de oligonucleótidos diseñadas, (modificadas con un espaciador de 
5 carbonos y un grupo amino terminal al extremo 5’) se diluyeron en NaHCO3 0,5M pH 8,4. 
Se utilizaron las membranas de nylon Biodyne C (Pall Corporation, USA) que se caracterizan por tener 
una alta densidad de grupos carbonilo en la superficie. Estas membranas son activadas con EDAC 
(clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida), el que se encarga de facilitar la formación 
de un enlace amida entre los grupos carbonilo de la superficie de la membrana y los grupos amino de 
las sondas modificadas. Estas membranas no necesitan de un bloqueo previo a su activación, debido a 
la  presencia  de  los  grupos  carbonilo.  Éste  procedimiento  se  llevó  a  cabo  usando  la  metodología 
descrita previamente (35, 36, 57) agregando la dilución de las sondas a la membrana activada con ayuda 
del Minibloter 45 (Immunetics, USA). 
Para determinar la concentración óptima de las sondas, se probaron diluciones entre 20 y 200 ng/µL 
hasta obtener una señal reproducible y consistente. 
Una vez estandarizada esta concentración y con las sondas pegadas a las membranas, 10 L de cada 
uno de los productos de la PCR multiplex fueron diluidos a un volumen final de 150 µl con buffer 
TMAC (TMAC 3 M, SDS 0.1%, EDTA 1 mM, Na3PO4  10 mM, pH 6.8), denaturados a 100°C por 5 
min, incubados en hielo durante 5 minutos y agregados inmediatamente a cada una de los canales del 
Miniblotter 45 (Immunetics, USA) en dirección perpendicular al pegado de las sondas. Para determinar 
las condiciones de hibridación y lavado óptimas, el experimento se llevó a cabo a temperaturas entre 
50 y 56 °C, a tiempos de hibridación entre 30 y 90 minutos y lavados de 10 - 30 minutos de 2 a 3 
veces.  
Como  los  productos  de  PCR  obtenidos  están  marcados  con  biotina,  se  utilizó  el  conjugado 
estraptavidina-peroxidasa  y  un  sustrato  quimioluminiscente  para  la  detección.  El  conjugado 
estreptavidina - peroxidasa solo se enlaza a los sitios donde se encuentre biotina en la membrana, es 
decir donde haya hibridación. Esto se llevó a cabo con el kit de detección “KPL DNA detection kit” 
siguiendo las instrucciones del fabricante (KPL, Inc, USA). Debido a que se diseñaron sondas basadas 
en la secuencia silvestre de MTB la ausencia de señal indicaría hibridación negativa, por lo tanto una 
mutación en la región del gen correspondiente a la sonda, por lo tanto una cepa resistente (Figura 4.1).  
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Figura 4-1. Esquema General de la metodología utilizada en este trabajo. 
4.6  Secuenciación 
Los genes rpoB, katG, inhA, p-inhA, gyrA, gyrB, rrs y tlyA amplificados a partir de las cepas estudiadas, se 
secuenciaron  con  el  objetivo  de  comparar  los  resultados  obtenidos  en  la  hibridación.  Para  la 
amplificación se utilizaron los iniciadores listados en la tabla No. 2.  Las mezclas de PCR (50L) 
estaban compuestas de: 1,5 μM de MgCl2, 5 μl of 10x PCR buffer, 1U of AmpliTaq Gold DNA 
polymerase (Applied Biosystems, UK) y 200 μM de cada dNTP(Applied Biosystems, UK). A cada 
reacción se agregaron 10 ng de templado de ADN y se siguió un programa de amplificación de 95°C 
por 10 minutos, 30 ciclos a 95°C por 30 segundos, 52°C por 30 segundos y 72°C por 1 minuto, y una   20 
     
extensión final a 72°C por 7 minutos. Se utilizó el kit GFXTM PCR DNA (Amersham Pharmacia 
Biotech Inc., USA) para purificar el producto amplificado a partir de gel y utilizarlo como templado 
para la secuenciación, utilizando los mismos iniciadores utilizados en la amplificación. Las secuencias 
se obtuvieron utilizando el kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit y separados 
en  el  analizador  ABI  3130xl  Genetic  Analyzer  (Applied  Biosystems,  USA).  Los  resultados  de 
secuencias  se  alinearon  contra  las  secuencias  reportadas  para  la  cepa  de  referencia  H37Rv 
(NC_000962.2) usando el algoritmo ClustalW. 
4.7  Ensayos de susceptibilidad a drogas (Drug susceptiblity 
test, DST) 
Los laboratorios listados en el numeral 4.1 se encargaron de realizar los ensayos de susceptibilidad para 
RIF, INH, OFL, KAN y CAP de todas las cepas proporcionadas para el estudio, con el objetivo de 
comparar con pruebas fenotípicas consideradas como el “gold estándar” para determinar la resistencia 
a antibióticos en MTB. Estos se llevaron a cabo tanto por el método de las proporciones múltiples de 
referencia  (10,  11),  como  por  los  métodos  BACTEC  460  (58)  y  BACTEC  MGIT  960  SIRE  kit 
(Becton Dickinson, MD, USA). 
4.8  Formato para la detección de MDR-TB 
El  formato  en  membrana  propuesto  para  detectar  resistencia  a  RIF  e  INH,  incluyó  las  sondas 
diseñadas sobre los genes rpoB, katG, inhA y p-inhA, organizadas del siguiente modo: 
 
Figura 4-2 Organización e interpretación de la plataforma para la detección de cepas MDR-TB. La ausencia de señal indica 
mutación y por lo tanto resistencia al antibiótico listado. 
También, aparte de los ADNs de aislados clínicos se incluyó un control positivo con ADN aislado de 
la cepa de referencia H37Rv y un control negativo que no contenía ningún ADN.  
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4.9  Formato para detección de XDR-TB 
Luego  de  estandarizar  las condiciones  y  de  identificar  los  problemas  de  la  primera  versión  de  la 
membrana, se extendió el análisis para identificar cepas XDR-TB. Se incluyeron las sondas sobre los 
genes gyrA, gyrB, rrs y tlyA , y además se diseñaron sondas control de amplificacion llamadas “LC” 
(Locus Control, tabla 5.2) las que servirían de control de amplificación y de hibridación para descartar 
falsos negativos por amplificación negativa, y por lo que deberían dar señal positiva en todos los casos. 
 
Figura 4-3 Organización e interpretación de la plataforma para la detección de XDR-TB. La ausencia de señal indica mutación y 
por lo tanto resistencia al antibiótico listado. 
4.10 Digitalización y lectura de las Imágenes 
Las placas de autoradiografía fueron escaneadas en un formato *.TIF en escala de grises 16 bits por 
medio del asistente de escáner y cámara de Windows. Luego se utilizó el software AGScan (12), el cual 
permite  obtener  valores  de  intensidad  de  pixeles  para  cada  señal  obtenida  en  la  placa  de 
autoradiografía,  para  así  llevar  a  cabo  la  cuantificación  de  las  señales  obtenidas  y  lograr  una 
interpretación cuantitativa de los resultados.   22 
     
4.11 Análisis Estadístico 
Se calcularon los niveles de sensibilidad y especificidad para cada una de las plataformas desarrolladas, 
definidas por las ecuaciones 1 y 2 respectivamente y con la ayuda del software GraphPad Prism, 
versión 5 (GraphPad Software Inc.): 
                                                  (Ecuación 1) 
                                                  (Ecuación 2) 
Dónde: VP = Verdaderos Positivos, VN= Verdaderos Negativos, FP=Falsos Positivos, FN=Falsos 
Negativos 
Con los datos de cuantificación calculados por medio de AGScan (12), se llevó a cabo la construcción 
de las curvas ROC (Receiver Operative Characteristic, características operativas del receptor) las cuales 
permiten definir el punto de discriminación óptimo para cada una de las sondas (19) graficando los 
valores de sensibilidad vs. (1 – especificidad) para diferentes puntos de corte.  El valor óptimo de 
discriminación se considera aquel en el que se obtenga el mayor valor de sensibilidad/especificidad y 
un área bajo la curva cercano a 1. Estas curvas se construyeron con el software SPSS 17.0 (IBM 
Corporation). 
4.12 Plataforma en Vidrio 
Con los resultados obtenidos en la primera plataforma, se probó una versión en lámina de vidrio de la 
misma para detectar cepas MDR-TB. Esto se llevó a cabo en la compañía de biotecnología LIONEX 
GmbH (Branuschweig, Germany). Para esta plataforma, se utilizaron las láminas de vidrio Codelink 
Activated  Slides  (Amersham),  que  están  recubiertas  uniformemente  con  una  capa  de  N-
hidrosuccinimida (NHS), lo que permite el pegado de las sondas modificadas con un grupo amino 
terminal en 5’, debido a la formación de una carboxamida en la superficie de vidrio.  10 L de cada 
una de las sondas utilizadas en la primera versión del test (50 ng/L) se diluyeron en 100L de la 
solución Microspotting Solution (Arrayit Corporation) y fueron pegadas automáticamente en la lámina 
por el SpotBot (Arrayit Corporation) por duplicado en el orden indicado en la Figura 4-4. Las láminas 
se secaron por centrifugación y se almacenaron en un ambiente seco a 4°C.   
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Figura 4-4 Organización de la plataforma molecular en lámina de vidrio. El orden de las sondas es el siguiente: 1) katG-W309, 
2) katG-W315, 3) inhA-W-15, 4) inhA-W94, 5) rpoB-W1, 6) rpoB-W2, 7) rpoB-W3, 8) rpoB-W4, 9) rpoB-W6, 10) 
control de pegado. En cada uno de los campos de la lámina se aplica una muestra y un control. 
Las láminas de vidrio se bloquearon con una solución de etanolamina 50 mM/tris-HCl 0,1M, pH 9,0 a 
50 °C por 30 minutos y se llevó a cabo un lavado con una solución 4x SCC, 0,1% SDS. 
Para la hibridación, 10 L de los productos de la PCR multiplex, se diluyeron en 240 L de buffer 
TMAC, se denaturó a 100°C por 10 minutos, y se colocaron inmediatamente en hielo durante 5 
minutos.  Luego se aplicaron sobre los campos del Gasket Slide (Agilent technologies) y se pusieron 
en contacto con la lámina Codelink, en la cámara de hibridación (Hybridization Chamber, Agilent 
technologies). Se hibridó durante 1 hora a 52°C y se realizaron tres lavados con buffer TMAC a la 
misma temperatura por 15 minutos, y finalmente con una solución de TBS-Tween 1x. 
Para la detección se incubó la lámina durante media hora a temperatura ambiente con una dilución 
1:5000 de conjugado SA-Poly HRP 40 (Lionex GmbH, Alemania) en 1xTBS-Tween. Se lavó la lámina 
dos veces con TBS-Tween 1x, se agregaron 500 L del sustrato colorimétrico TMB en cada campo de 
la lámina, y se incubó durante 5 minutos. 
4.13 Evaluación inter-laboratorio 
Una vez estandarizada la metodología del sistema de hibridación reversa en membrana, se fabricó un 
lote  de  3  membranas  y  mezclas  de  iniciadores,  con  el  objetivo  de  realizar  una  evaluación  inter-
laboratorio de la plataforma, y de este modo evaluar la facilidad de implementación, reproducibilidad, 
sensibilidad y especificidad del método en diferentes configuraciones. 
Los laboratorios que llevaron a cabo esta evaluación fueron: el Instituto de Medicina Tropical (ITM, 
Bélgica), Instituto Sueco para el Control de Enfermedades Infecciosas (SMI, Suecia) y Corporación   24 
     
CorpoGen (CG, Colombia), los dos primeros caracterizados por ser laboratorios de referencia en sus 
países y con una amplia experiencia en investigación, control y manejo de TB.  
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5. Resultados 
5.1  Diseño de iniciadores y sondas  
Para  el  diseño  de  los  iniciadores  se  tuvieron  en  cuenta  los  siguientes  criterios:  1)  ajustar  las 
temperaturas de anillaje de tal forma que todos tuvieran una temperatura de anillaje (Tm) entre 58 y 
62°C;  2)  Debido  a  que  se  trata  de  una  PCR  multiplex,  se  hizo  necesario  evitar  la  formación  de 
estructuras  secundarias  y  formación  de  dímeros  entre  cada  una  de  las  parejas  de  iniciadores 
correspondientes a cada gen y entre las parejas de iniciadores de todos los genes, esto se hizo con 
ayuda de las herramientas disponibles en el software Oligo 6 (Molecular Biology Insights, Inc); 3) que 
el tamaño de la región amplificada no fuera mayor de 800pb ya que esto puede llevar a resultados de 
hibridación inespecífica (35); 4) que fueran específicos para el CMTB y no amplificaran ninguna otra 
especie  de  bacterias,  lo  que  se  comprobó  mediante  el  algoritmo  primerBlast 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) que permitió evaluar la posibilidad de anillaje y 
amplificación contra las secuencias de otros microorganismos contenida en la base de datos “non 
reduntant” del GeneBank. En la figura No 5-1 se muestra un ejemplo del resultado del alineamiento 
para uno de los iniciadores diseñados. De este modo se obtuvieron los iniciadores listados en la tabla 
5-1.  
En el caso de las sondas (tabla 5-2), se tuvieron en cuenta los mismos criterios siempre buscando que 
el lugar donde se dé la mutación se ubicara alrededor de la mitad de la sonda. 
 
Figura 5-1. Ejemplo de un alineamiento con el iniciador rpoB-F (sentido), se observa que alinea con el gen rpoB de M. tuberculosis 
H37Rv (NC_000962.2), y con el mismo gen en M. bovis BCG Pasteur (AM408590.1)   26 
     
 
Tabla 5.1 Iniciadores utilizados en este estudio. 
Gen  Primer  Secuencia (5'->3')a 
Tamaño del 
Producto PCR 
(pb) 
rpoB  Sentido  CGC CGC GAT CAA GGA GT  276 
 
Antisentido  bio-CCG TCG ACC ACC TTG CGG 
     
 
katG  Sentido  GCG GTC ACA CTT TCG GTA AG  250 
 
Antisentido  bio-TCC TTG GCG GTG TAT TGC 
 
Antisentidob  bio-GCT TGT CGC TAC CAC GGA  663 
     
 
p-inhAc  Sentido  TGA GTC ACA CCG ACA AAC  360 
 
Antisentido  bio-GAC CCT GGT GCT CTT CTA 
        inhA  Sentido  GTG GTC AGC TTC CTG GCTT  538 
 
Antisentido  bio-AGC ATA CGA ATA CGC CGA GA 
     
 
gyrA  Sentido  ACC GCA GCC ACG CCA AGT 
368 
 
Antisentido  bio - GAT ATT GGT TGC CAT GCC 
   
   
gyrB  Sentido  GCC AGA CCA AGA CCA AGT 
532 
 
Antisentido  bio - GTC AAC AAC AGC GTG GAA 
   
   
rrs  Sentido  CCG TAA ACG GTG GGT ACT 
709 
 
Antisentido  bio - CGG TAC GGC TAC CTT GTT 
   
   
tlyA  Sentido  CGT TGA CGC CGA GCT AGT 
760 
 
Antisentido  bio - CGC ATC CTC CAA TCC CTT 
a.  Los iniciadores anti-sentido fueron marcados con biotina (bio) 
b.  Este segundo iniciador, se utilizó para la plataforma de detección de XDR-TB 
c.  p-inhA: región promotora, estos iniciadores amplifican la región promotora del gen inhA 
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Tabla 5.2 Sondas diseñadas y utilizadas en este estudio. 
Gen  Sonda  Secuencia (5'->3')a  Tm(°C)b  %GC  Codón de 
mutación 
rpoB  rpoB -LCc  GTT CGG GTT CAT CGA AAC  51,2  50  - 
 
rpoB -W1  CAG CTG AGC CAA TTC ATG  51,4  50  512 
 
rpoB-W2  TTC ATG GAC CAG AAC AAC  49,6  44,4  516 
 
rpoB-W3  CCG CTG TCG GGG TTG ACC  61.6  72,2  522 
 
rpoB-W4  TTG ACC CAC AAG CGC CGA  60,3  61,1  526/529 
 
rpoB-W6  CGA CTG TCG GCG CTG GGG  64,3  77,7  531/533 
            katG  katG-LC  GCC AAG GCC TGG TAC AAG  56,2  61,1  - 
 
katG-W309  CGG AAC CGG TAA GGA CGC  57,8  61,1  309 
 
katG-W315  GAT CAC CAG CGG CAT CGA  58,6  66,6  315 
 
katG-W463  GCC AGA TCC GGG CAT CGG  61,6  72,2  463 
            p-inhA  inhA-LC  GTC GAA TGT GAC GTC ACC  53,4  55,5  - 
 
inhA-W-15  GCG AGA CGA TAG GTT GTC  52,6  55,5  -15d 
            inhA  inhA-W94  TGC ATT CGA TTG GGT TCA  52  44,5  94 
            gyrA  gyrA-LC  TTC ATC CCT AAC TAC GAC GG  53,6  50  - 
 
gyrA-W90  CGG CGA CGC GTC GAT CTA  60  66,6  90 
 
gyrA-W94  GAT CTA CGA CAG CCT GGT  53,7  55,5  94 
            gyrB  gyrB-LC  GGG TGC TAA AGA ACA CCG  53,5  55,5  - 
 
gyrB-W515  GTT CCA GGC GAT ACT TCC  52,7  55,5  515 
            rrs  rrs-LC  CGA GGT TAA GCG AAT CCT  51,7  50  - 
 
rrs-W1401  CGC CCG TCA CGT CAT GAA  58,2  61,1  1401 
            tlyA  tlyA-LC  GTC GCG TCG ACC TGG TAG  57,9  66,6  - 
 
tlyA-W184  TGA AGC CGC AGT TTG AGG  55,7  55,5  183/184/185 
 
a.  Todas las sondas están modificadas con un espaciador de 6 carbonos y un grupo amino terminal al extremo 5’. 
b.  Tm: Temperatura de anillaje 
c.  Las  sondas  indicadas  como  LC,  son  sondas  control  de  hibridación  y  no  están  diseñadas  para  detectar 
mutaciones. 
d.  Mutación en la posición -15 de la región promotora de inhA.   28 
     
5.2  Formato para detectar cepas MDRTB: 
5.2.1   PCR Multiplex 
Con el objetivo de disminuir el costo y el tiempo de la prueba se estandarizó una PCR multiplex para 
amplificar simultáneamente las regiones de los genes rpoB, katG e inhA de interés. Las condiciones 
óptimas encontradas para un volumen final de 25L de reacción de PCR fueron: 1,5mM de MgCl2, 
1,25U de TucanTaq DNA polimerasa (CorpoGen, Colombia), 0,25mM de cada primer, 0,3 mM de 
dNTP’s y 20 ng de ADN. Como se muestra en la Figura 5-2 la amplificación en multiplex de estas 
regiones se logró con éxito, y aunque el amplificado de mayor tamaño (368 pb), correspondiente a 
inhA,  presenta  una  menor  intensidad  en  la  reacción  multiplex  comparada  con  la  amplificación 
individual. Como se mostrará más adelante, esto no se afecta la señal después de la hibridación.  
 
Figura 5-2 Productos amplificados de las regiones de interés de los genes rpoB, katG e inhA en un gel de agarosa al 1.8%. La 
amplificación individual y simultánea (MPX) se muestran consecutivamente. Cada par de carriles corresponde a al producto 
amplificado de ADN de una muestra clínica (izquierda) y de la cepa de referencia H37Rv (derecha)(27). 
5.2.2  Estandarización de condiciones de hibridación: 
Igualmente se evaluaron temperaturas de hibridación y lavado entre 52 y 57°C, así como el tiempo de 
cada una de estos pasos y el tiempo de exposición de la placa de autoradiografia en la detección. Las 
condiciones óptimas para el ensayo de hibridación fueron: hibridación a 52°C por una hora, seguida de 
2 lavados a la misma temperatura por 15 minutos cada uno. El tiempo de exposición óptimo obtenido 
fue de 15 minutos.  
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5.2.3  Evaluación: 
Para la evaluación del RIOT, 5 diferentes laboratorios internacionales enviaron el ADN aislado y 
codificado de 100 diferentes cepas dentro de las cuales había 45 MDR-TB, 24 monoresitentes y 33 
aislados susceptibles (ANEXO A). 
 
Figura 5-2 Imagen escaneada de la hibridación reversa en línea modificado con TMAC, Rifampin-Isoniazid Oligotyping (RIOT).  
La última línea (P) corresponde a la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv y “N” corresponde al control negativo(27). 
5.2.4  Especificidad, sensibilidad y precisión del RIOT  
La Figura 5-3 muestra una imagen representativa de la membrana luego de la hibridación donde la 
ausencia de señal corresponde a una cepa mutante. RIOT identificó 40 de 45 (89,0%) aislados MDR-
TB confirmados por DST. Al comparar RIOT con DST, tanto sensibilidad, especificidad y precisión   30 
     
para la detección de resistencia a RIF fueron todas de 93%. Para la detección de resistencia a INH, los 
valores obtenidos fueron: sensibilidad de 87.7%, especificidad de 97.7% y precisión de 92.0%. Los 
resultados de secuenciación, indicaron que 56 aislados presentaban resistencia asociada a mutación de 
los cuales RIOT identificó 54. La sensibilidad y  especificidad de la prueba cuando se compara con 
secuenciación fue de 96.4 y 95.5% respectivamente, con una precisión del 96.0%. Así mismo, para la 
detección de resistencia a INH asociada a mutación, la sensibilidad y especificidad fue de 92,7 y 100% 
respectivamente con una precisión de 96,0%(27). Particularmente, dos aislados resistentes a RIF no 
tenían ninguna mutación en la región de 81 pb del gen rpoB. Del mismo modo un aislado susceptible a 
INH  por  DST  presentaba  una  mutación  en  el  codón  315  del  gen  confirmada  por  RIOT  y 
secuenciación (Tabla 5.3). 
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Tabla 5.3 Resultados de RIOT , DST y secuenciación de los 100 aislados clínicos utilizados en la evaluación, para resistencia a 
rifampicina (arriba) y resistencia a isoniazida (abajo).* ausencia de hibridación con la sonda Adpatada de (27). 
# de 
Aislados  RIOT*  DST  Secuenciación 
1  rpoBW1  RIFR  512 
4  rpoBW2  RIFR  516 
9  rpoBW4  RIFR  526 
2  rpoBW4  RIFS  sin mutación 
31  rpoBW6  RIFR  531 
2  rpoBW1/rpoBW2  RIFR  511/516 
2  rpoBW2/rpoBW4  RIFR  516 
2  rpoBW4  RIFR  526/529 
1  rpoBW4  RIFS  526/529 
1  rpoBW6  RIFR  533 
1  rpoBW6  RIFR  531/536 
1  ninguno  RIFR  516 
1  ninguno  RIFR  Del 508/509 
2  ninguno  RIFR  sin mutación 
40  ninguno  RIFS  sin mutación 
32  katGW315  INHR  315 
1  katGW315  INHS  315 
1  katGW315/W309  INHR  315 
1  katGW315/W309  INHR  315/pos. -15 
8  katG W315/inhA W-15  INHR  315/pos. -15 
1  katGW309/inhA W-15  INHR  315 
7  inhAW-15  INHR  pos. -15 
4  ninguno  INHR  315 
3  ninguno  INHR  sin mutación 
42  ninguno  INHS  sin mutación 
 
5.3  Formato para detectar cepas XDR-TB 
Basados  en  los  resultados  anteriores  se  excluyeron  las  sondas  katG-W309  e  inhA-W15  para  la 
detección de resistencia a antibióticos de primera línea y se diseñaron y agregaron las correspondientes 
a detectar resistencia para antibióticos en segunda línea (Tabla 5.2).   32 
     
5.3.1  PCR multiplex 
Se llevó a cabo el mismo procedimiento que para el RIOT, solo que esta vez se diseñaron dos mezclas 
de  iniciadores  diferentes  por  muestra  de  ADN:  una  para  amplificar  los  fragmentos  de  genes 
correspondientes a resistencia a primera línea (rpoB, katG e inhA), llamada “MDR primer mix”, y la 
segunda diseñada para amplificar los genes correspondientes a detectar resistencia a la segunda línea, 
gyrA, gyrB, rrs y tlyA, llamada “XDR primer mix” (Figura 5-4). 
 
Figura 5-3 Evaluación de las PCR multiplex para amplificar los fragmentos de los genes de estudio. En este ensayo se incluyeron 
6 ADNs de aislados clínicas (1 a 6) y ADN de la cepa de referencia H37Rv (No. 7). Las letras corresponden a la mezcla de 
iniciadores utilizados para amplificar. M=MDR primer mix y X=XDR primer mix. 
Tal como se observa, fue posible la amplificación simultánea de las regiones de interés. En algunos 
casos la reproducibilidad se veía afectada por la pureza de las muestras, cuando el ADN no tenía muy 
buena calidad (relación de absorbancia 260/280 ‹ 1,8) las bandas de mayor peso, correspondientes a los 
fragmentos de rrs y tlyA, no se observaban. 
5.3.2  Evaluación inter-laboratorio: 
Para  la  evaluación  inter-laboratorio  de  esta  plataforma  se  utilizaron  19  aislados  clínicos  bien 
caracterizados (ANEXO B), y se llevó a cabo en los siguientes laboratorios: Corporacion CorpoGen 
(Bogotá,  Colombia),  Instituto  de  Medicina  Tropical  (Amberes,  Bélgica)  y  Swedish  Institute  for 
Infectious Disease Control (Estocolmo, Suecia). Los ADN´s fueron preparados por el Instituto de 
Medicina Tropical, y una alícuota fue enviada a cada uno de los otros participantes. Una imagen 
representativa del ensayo, se puede observar en la Figura 5.5.  
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Figura 5-4 Imagen escaneada de la hibridación reversa en línea modificado con TMAC para detectar resistencia a antibiótios de 
2da línea RIOT-X.  La última línea (21) corresponde a la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv y la línea 20 corresponde al 
control negativo. 
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5.3.3  Análisis Estadístico 
Para el análisis estadístico de esta plataforma, las imágenes obtenidas se analizaron como se describió 
en la metodología. Se calcularon las curvas ROC para cada una de las sondas utilizadas en el estudio 
(Tabla 5.4), y con estás se interpretaron los resultados mostrados en la Tabla 5.5, comparados con 
secuenciación y DST. 
Tabla 5.4 Resultados obtenidos para el área bajo la curva ROC y punto de corte para cada una de las sondas utilizadas en el análisis. 
Sonda 
Area bajo la Curva 
ROC 
Error 
Estándar 
Punto de 
Corte 
rpoB LC  0,983  0,001  2 
rpoB W1  1,000  0,000  2 
rpoB W2  1,000  0,000  8 
rpoB W4  0,998  0,050  2 
rpoB W6  0,941  0,038  3 
katG LC   1,000  0,000  2 
katGW315  0,903  0,034  25 
katGW463  0,932  0,042  13 
inhA LC  1,000  0,000  3 
inhAW-15  0,912  0,028  2 
gyrA LC  1,000  0,000  2 
gyrAW90  0,898  0,072  12 
gyrAW94  0,861  0,057  15 
gyrB LC  1,000  0,000  2 
gyrB W415  0,978  0,002  2 
rrs LC  0,967  0.009  2 
rrs 1401  0,912  0,053  30 
tlyA LC  1,000  0,000  1 
tlyaA W1  1,000  0,000  2 
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Tabla 5.5 Resultados obtenidos para RIOT-X , secuenciación y DST de los 19 aislados clínicos usados en la evaluación inter-
laboratorio 
RIOT-X 
Secuenciación  DST 
Sonda sin señal 
CG  ITM  SMI 
No.de Aislados 
codon 
mutacion 
No de 
Aislados  Antibiótico 
rpoBW2  1  1  1  516  1  RIFR 
rpoBW2, rpoBW3  1  1  1  516,535  1  RIFR 
rpoBW3  2  2  2  526  2  RIFR 
rpoBW4  11  11  10  531  11  RIFR 
ninguna  1  1  2  531  1  RIFR 
ninguna  3  3  3  sin mutación  3  RIFS 
              katGW315  4  5  3  315  5  INHR 
katGW315/W453  7  7  7  315,463  7  INHR 
katGW315/W463/inhAW15  1  1  1  315,463/-15  1  INHR 
katG463  3  2  2  463  2  INHR 
katG453/inhAW15  1  1  1  463/-15  1  INHR 
ninguno  1  1  3  sin mutación  1  INHS 
ninguno  2  2  2  sin mutación  2  INHS 
             
       
90,95  3  OFLR 
gyrAW90/W94  2  2  2  90,94  1  OFLR 
gyrAW94  8  8  5  94,95  2  OFLR 
gyrAW94  2  2  2  95  1  OFLS 
ninguno  7  7  10  95  12  OFLS 
              rrsW1401  11  11  10  1401  11  KANR 
ninguno  1  1  2  sin mutación  1  KANR 
ninguno  7  7  7  sin mutación  7  KANS 
 
En resumen se obtuvieron los siguientes valores de susceptibilidad y especificidad para cada 
antibiótico: 
 
   36 
     
 
Tabla 5.6 Resultados de sensibilidad y especificidad RIOT-X, comparado con DST y secuenciación. 
   RIF  INH  OFL  CAP/KAN 
   Sens./Esp.  Sens./Esp.  Sens./Esp.  Sens./Esp. 
Secuenciación  100,0/99,5  97,1/98,4  95,2/42,5  100,0/90,0 
DST   100,0/98,0  100,0/96,2   75,0/87,5   100,0/94,7 
 
Al  igual  que  con  el  RIOT,  se  encontraron  varios  aislados  clínicos  que  presentaban  la  mutación 
confirmada  por  secuenciación  pero  que  resultaban  sensibles  fenotípicamente,  esto  disminuye  los 
valores de especificidad notablemente, cuando se compara con ensayos de susceptibilidad. 
5.4  Formato en láminas de vidrio 
5.4.1  Estandarización: 
La estandarización de esta plataforma se centró en aumentar la intensidad de la señal y disminuir el 
ruido de fondo que se observaba en ensayos preliminares, para esto, se puso especial cuidado en el 
bloqueo de las láminas de vidrio, manteniendo a 50°C la solución de bloqueo. 
Como segunda medida se llevaron a cabo varios ensayos de temperaturas de lavado para lograr una 
mayor especificidad. Al final los mejores resultados se obtuvieron agregando al buffer de hibridación 
BSA al 1% y Tris-HCl, lo que permitió obtener menos ruido de fondo y aumentar la intensidad de las 
señales.  En  la  siguiente  figura  se  muestra  un  resultado  representativo  del  ensayo  en  las  mejores 
condiciones:  
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Figura 5-5 Fotografía de un ensayo en láminas de vidrio. En este ensayo se utilizó ADN aislado de H37Rv (segundo campo) y 
de un aislado caracterizado 0421929 (Anexo C) - izquierda. Igualmente que para el RIOT, la ausencia de señal  indica una 
mutación. En este caso a la derecha se muestra la ampliación de las señales correspondientes a la sonda katGW315, donde se 
esperaba la mutación. 
5.4.2  Evaluación: 
Esta plataforma fue probada con 8 ADN’s de aislados clínicos, dentro de los cuales se encontraban 
cepas  resistentes  a  RIF  e  INH,  debida  a  mutaciones  en  los  genes  de  interés  (ANEXO  C).  Esta 
plataforma mostró buenos niveles de sensibilidad y especificidad de 95 y 98% respectivamente pero la 
reproducibilidad entre diferentes ensayos resultó ser menor del 70 %. 
Silvestre 
Mutante  
 
6. Análisis de resultados 
6.1  Diseño de iniciadores y sondas 
Este fue el parámetro más importante para lograr una alta especificidad en el ensayo. Se realizó un 
diseño muy cuidadoso,  porque al trabajar con aislados clínicos es posible encontrar contaminación 
con otras bacterias y/o micobacterias no tuberculosas.  Como se puede observar en las Figuras 5-3 y 
5-5 los controles negativos no dieron ninguna señal en la hibridación, lo que indica el acierto en el 
diseño de iniciadores y sondas. Sin embargo es importante aclarar que debido a la alta similitud que 
existe a nivel de genoma entre las micobacterias del complejo, el resultado del nblast nos indica que 
algunos iniciadores podrían amplificar las mismas regiones génicas pero de  la especie M. bovis u otras 
bacterias del CMTB (Figura 5-1), pero en ningún caso regiones génicas de otros géneros bacterianos 
como se puede corroborar con los resultados. Sin embargo es recomendable usar una secuencia blanco 
control que consistiría en una región génica exclusiva de MTB para aumentar la especificidad a especie, 
y asegurarse de que el aislado sea MTB. Este control se omitió en este estudio porque se trabajó con 
ADN extraído directamente de cultivo de aislados clínicos, lo que asegura que se trataba de MTB. Aun 
así la inclusión de este control es totalmente necesaria cuando se pueda trabajar directamente de las 
muestras clínicas. 
6.2  PCR Multiplex 
La  estandarización  rigurosa  de  la  PCR  multiplex  utilizada  en  este  trabajo  resultó  también  ser  un 
parámetro clave para la obtención de buenos resultados. Usualmente es recomendado utilizar una 
polimerasa  tipo  “Hot  start”  para  evitar  la  formación  de  dímeros  y  estructuras  dúplex  entre  los 
iniciadores que afectan la amplificación de todos los fragmentos (21). En este caso fue posible lograrlo 
con una Taq polimerasa convencional, ajustando la concentración de magnesio y de iniciadores hasta 
obtener una señal reproducible en la electroforesis, un aspecto muy importante para asegurarse que el 
reactivo limitante de la reacción de hibridación sea la cantidad de sonda que está unida al soporte y no 
el producto amplificado, lo que aumenta la reproducibilidad de los ensayos. 40   
 
La calidad del ADN ha sido otro factor muy importante para obtener resultados satisfactorios en la 
PCR multiplex, si el ADN obtenido por un método de extracción general, como el utilizado en este 
trabajo, es de esperar que la calidad no sea la mejor, e inhibidores de la reacción de PCR pueden estar 
presentes.  Por  esta  razón, como  se  describió  en  materiales  y  métodos,  fue  necesario  realizar  dos 
reacciones multiplex por muestra en el RIOT-X, ya que para poder lograr la amplificación de los 7 
fragmentos simultáneamente era necesario una calidad de ADN óptima, en cambio en dos reacciones 
era posible seguir trabajando con el mismo método de extracción. 
Otra ventaja de la PCR desarrollada en este trabajo es que su ejecución puede llevarse a cabo sin 
muchos requerimientos técnicos, sin aditivos como DMSO, betaína, formamida, entre otros, pensando 
en una implementación sencilla del método. 
6.3  RIOT 
Esta primera versión de la plataforma, fue diseñada para detectar resistencia a RIF e INH. Después de 
su evaluación, se obtuvieron valores de sensibilidad y especificidad muy buenos, comparables con 
resultados obtenidos por anteriores estudios de otras plataformas (43, 44)  y con los obtenidos por las 
pruebas comerciales disponibles para el mismo fin (Tabla 6.1)(7). Se puede observar que los resultados 
de sensibilidad/especificidad disminuyen cuando se comparan con resultados de DST, esto es debido 
principalmente a que existen aislados que son sensibles al antibiótico pero que según la secuencia de 
los genes de interés poseen las mutaciones. En el caso de RIF e INH, el mecanismo de acción del 
antibiótico  no  ha  sido  completamente  elucidado,  por  lo  que  pueden  haber  muchos  más  genes 
involucrados cuyas mutaciones contribuyan al fenotipo de resistencia o que simplemente existan cepas 
cuyo mecanismo de resistencia no esté asociado a polimorfismos (57, 66). 
 
Tabla 6.1 Comparación de los resultados obtenidos para el RIOT con las pruebas comercialmente disponibles. 
   RIOT 
Genotype 
MTBDRplus 
LiPA 
Sensibilidad% 
(RIF/INH)  
96,4/95,5  98,9/94,2  95 
Especificidad% 
(RIF/INH)  
92,7/100  99,7/99,4  100 
 
Por esta razón en esta primera versión se incluyeron las sondas katGW309 e inhAW94, las cuales 
fueron reportadas como marcadores de resistencia a INH(6) y no habían sido utilizadas en otras Análisis de resultados  41 
 
plataformas moleculares. Sin embargo ninguna de ellas contribuyó a un aumento en los valores de 
sensibilidad/especificidad del ensayo, es más, en algunos casos se disminuyó la sensibilidad debido a la 
ausencia  de  verdaderos  negativos  dentro  de  los  aislados  estudiados.  Aun  así,  los  resultados  son 
satisfactorios. 
 
Una de las grandes ventajas de este ensayo, es la capacidad de tener 3 réplicas técnicas instantáneas, lo 
que permite tener un ensayo representativo y robusto, que permite interpretar las señales ambiguas por 
interpolación  entre  las réplicas.  Como  se  puede  ver  en  la  figura  5-2  la  reproducibilidad  entre  las 
réplicas  es  muy  buena,  e  incluso  entre  diferentes  ensayos,  mientras  se  mantengan  condiciones 
experimentales constantes, los resultados son muy reproducibles. 
 
La  inclusión  del  TMAC  en  este  ensayo,  constituye  una  de  las  principales  innovaciones  de  esta 
propuesta, ya que le da mucha versatilidad a la técnica permitiendo diseñar las sondas sin tener en 
cuenta su contenido de G:C,  lo que deja abierta la posibilidad de inclusión de nuevas sondas que 
sirvan como marcadores de resistencia. 
6.4  RIOT-X 
En esta versión se incluyeron algunas mejoras con respecto a la primera versión de la membrana, entre 
ellas la inclusión de sondas control de amplificación e hibridación. Estas sondas se diseñaron sobre 
regiones conservadas de los genes de interés, con el objetivo de obtener un control de la señal y de este 
modo evitar falsos negativos por inhibición de la amplificación. En segundo lugar se incluyeron sondas 
que permitieron evaluar la resistencia a medicamentos de segunda línea. Se excluyeron las sondas 
katGW309 e inhAW94 y se incluyó la sonda katGW463 utilizada recientemente como marcador de 
resistencia (37).  
 
La tercera mejora, fue la ayuda de una herramienta informática que permitió cuantificar las imágenes y 
evitar errores por interpretación subjetiva de la placa de autoradiografía. Esto fue posible utilizando el 
software AGScan (12), que ayuda a cuantificar cada una de las señales obtenidas en la placa, brindando 
la posibilidad de construir curvas ROC para cada una de las sondas. De esta forma se pudo establecer 
un punto de corte para cada sonda (Tabla 5.4), produciendo un análisis de las imágenes mucho más 
robusto y reproducible. Con estos puntos de corte fue posible clasificar las cepas según el nivel de 
resistencia detectado por la prueba, permitiendo una obtención más eficiente y reproducible de los 
resultados. Además, teniendo en cuenta que se trató de una evaluación inter-laboratorio, era necesario 
tener una lectura uniforme de los datos para lograr una comparación objetiva. 42   
 
 
Sin embargo, los valores de intensidad de la señal no pudieron ser normalizados debido a que la 
intensidad de señal en este tipo de ensayo se ve afectada por diferentes factores como: densidad de 
grupos carboxilo en la superficie de la membrana, eficiencia del pegado de las sondas, eficiencia de los 
iniciadores  en  la  PCR,  eficiencia  de  la  hibridación,  astringencia  del  lavado,  reproducibilidad  de  la 
detección y tiempo de exposición de la placa de autoradiografía. Todas estas variables, hacen que cada 
ensayo tenga sus propios valores de máximos y mínimos los cuales deben ser definidos para cada 
experimento. En esta tarea son muy importantes los controles negativos y positivos de la prueba, los 
cuales nos permitieron como usuario definir ese punto de corte. Aun así, se observa en la tabla 5-4 que 
los valores obtenidos de punto de corte, varían entre un valor de intensidad de 2 y 40, lo que da a lugar 
a una clasificación de la presencia o ausencia de la mutación ya que los valores de intensidad para una 
señal positiva siempre fueron mayores de 90. 
 
Todos  estos  aspectos,  permitieron  obtener  mejores  resultados  de  sensibilidad  y  especificidad, 
especialmente en lo que corresponde a la primera línea de antibióticos. Sin embargo, los resultados 
para la segunda línea aunque son comparables con los reportados para otras pruebas (31), son bajos 
especialmente para resistencia a OFL, que resultaron menores al 80%. Estos resultados se pueden 
atribuir principalmente a que todos los aislados clínicos utilizados para la evaluación presentaban una 
mutación en el codón 95 (ver  Anexo B), la que no está asociada al fenotipo de resistencia (15), 
causando un gran número de falsos negativos en la prueba. Su ubicación en la región contenida dentro 
de la sonda gyrAW94, junto a las condiciones rigurosas de hibridación hacen que cualquier cambio 
dentro de esta secuencia produzca una señal negativa, por lo que para este caso es esencial incluir una 
sonda mutante específica para el codón 95 del gen gyrA y así lograr evitar este tipo de inconvenientes. 
Las señales positivas de esta sonda, obtenidas en 10 de los aislados, en algunos casos muy leves, se 
atribuyen principalmente a problemas de especificidad de la sonda gyrA94 que debe ser rediseñada 
para aumentar su especificidad y evitar estos falsos positivos. 
 
Los marcadores de resistencia para segunda línea seleccionados siguen siendo insuficientes. Mientras 
los mecanismos de acción de los antibióticos no sean completamente elucidados, el objetivo de los 
ensayos moleculares será servir de complemento a las pruebas fenotípicas y no como un reemplazo.  
Resulta  evidente  si  se  observa  que  el  ensayo  propuesto,  funciona  particularmente  muy  bien  para 
detectar la presencia o ausencia de mutaciones en los aislados, tal como se pudo observar cuando los 
resultados obtenidos se comparan con secuenciación. Si se tiene presente que se obtienen valores 
mayores al 90% en todos los casos, el sistema de hibridación funciona de una manera confiable.  
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Por otro lado, la inclusión de las sondas control de amplificación en el RIOT-X le dieron un grado 
mayor de confiabilidad a la prueba, ya que permitieron discernir aquellos resultados que deben ser 
repetidos  debido  a  inhibidores  de  amplificación.  Esto  sumado  a  la  posibilidad  de  evaluar 
simultáneamente resistencia a los medicamentos de primera y segunda línea constituye las principales 
mejoras de esta versión con respecto al RIOT. 
 
La implementación de la técnica resultó ser muy práctica, los laboratorios ya contaban con los equipos 
necesarios para llevar a cabo el spolygotiping, por lo que lo único que tuvieron que adquirir antes de 
llevar a cabo el ensayo fue el TMAC, las mezclas de iniciadores y las membranas con las sondas 
pegadas, lo que fue suministrado por CorpoGen. Para la preparación de las soluciones amortiguadoras, 
solo se requieren condiciones de seguridad y bioseguridad mínimas. Por otra parte, el manejo de los 
equipos no requiere de muchos conocimientos técnicos. Para una persona entrenada en la técnica del 
spolygotiping, esta metodología constituye un ensayo más de rutina, lo que se ve reflejado al analizar la 
reproducibilidad  inter-laboratorio  que  resultó  ser  muy  buena  cuando  se  comparan  los  resultados 
obtenidos  en  CorpoGen  y  el  ITM.  Sin  embargo  en  el  ensayo  realizado  en  Suecia,  la  membrana 
presentó un alto ruido de fondo por lo que se obtuvieron varios falsos positivos, sin embargo esto 
gracias a la lectura automatizada de los resultados por el AGScan no resulto ser un problema. Este 
ruido de fondo fue atribuido principalmente a las condiciones de transporte y almacenamiento de la 
membrana, ya que se observó que la membrana estaba muy seca al momento de la entrega en el 
laboratorio. Una vez activada la membrana, es necesario mantener la humedad y el pH de la misma 
con una solución de EDTA 50mM pH 8,0. Se requiere mantener estas condiciones, para que los 
oligonucleótidos  pegados  en  la  membrana  no  se  degraden  y  para  mantener  la  integridad  de  la 
membrana. Si se mantienen estas condiciones, es posible reutilizar esta membrana de  8 a 10 veces 
conservando  buenos  resultados,  lo  que  constituye  una  gran  ventaja,  ya  que  de  este  modo  una 
membrana serviría para probar alrededor de 300 muestras (8 ensayos posibles, 40 por ensayo). Este 
ruido de fondo también se podría producir al realizar el ensayo sin las condiciones óptimas de limpieza 
del miniblotter 45. 
 
La posibilidad de evaluar la resistencia a antibióticos de primera y segunda línea simultáneamente es 
otra ventaja de esta plataforma. Por ejemplo la casa comercial alemana HAIN, tiene diseñadas dos 
diferentes pruebas para cada línea de antibióticos (30, 31), con lo cual evaluar resistencia en segunda 
línea  constituye  un  costo  adicional,  con  el  método  propuesto  se  pueden  obtener  resultados 
simultáneos para primera y segunda línea con la posibilidad de elegir cual se quiere evaluar. 44   
 
6.5  Plataforma de Vidrio 
Como se mencionó en materiales y métodos esta metodología estaba siendo estandarizada por la 
compañía biotecnológica LIONEX GmbH en Alemania, y resultados preliminares de la prueba se 
caracterizaban por presentar un gran ruido de fondo, por lo que durante la estandarización se trabajó 
especialmente en reducirlo, basados en la experiencia que se adquirió con las membranas. Para esto, se 
tuvo  en  cuenta que  las  láminas  de  vidrio utilizadas están  cubiertas  con  NHS, muy  sensibles  a  la 
humedad, por lo que se debe tener mucho cuidado con las condiciones de bloqueo y almacenamiento. 
El fabricante recomienda que durante la activación y pegado de las sondas se mantenga una humedad 
relativa del 50% y una vez activadas y bloqueadas deben ser almacenadas a 4°C (26). 
 
Las  láminas  de  vidrio  con  las  que  se  trabajó  esta  evaluación  fueron  previamente  activadas  y 
almacenadas por LIONEX, pero no fueron bloqueadas antes de su almacenamiento, lo que pudo 
haber interferido en la integridad de la superficie polimérica de la lámina durante el almacenamiento, el 
que  fue  mayor  a  3  meses.  Teniendo  en  cuenta  esto,  se  propuso  tener  mucho  cuidado  con  las 
condiciones de bloqueo e incluir agentes como BSA y Tris-HCl en el buffer de hibridación lo que 
permitió obtener mejores resultados con señales más claras y definidas (Figura 5-6). 
 
De este modo se logró mejorar el contraste de las señales, sin embargo la reproducibilidad del ensayo 
fue menor del 70%, debido principalmente a problemas en el pegado de las sondas sobre las láminas 
de  vidrio,  incluyendo  algunos  problemas  técnicos  con  el  robot  encargado  de  hacerlo.  Todo  esto 
introducía un error desde el principio del ensayo, ya que las sondas no estaban siendo pegadas de una 
manera homogénea en todas las láminas quedando algunos puntos con mayor densidad que otros en el 
ensayo. Esto trae como consecuencia la obtención de falsos negativos cuando la sonda no se pegaba 
eficientemente, o de falsos positivos cuando se saturaba la superficie. Además de problemas técnicos 
inherentes al proceso experimental como tal, las cámaras de hibridación donde se ensamblaban las 
láminas de vidrio eran metálicas y tomaban mucho tiempo en alcanzar la temperatura de lavado una 
vez se cambiaba el buffer entre un lavado y otro, aumentando el tiempo necesario para llevar a cabo 
todo  el  proceso.  Esta  tecnología  requiere  de  mucha  habilidad  para  manejar  todos  los  equipos 
necesarios para llevar a cabo todo el proceso. 
  
Si se compara con los resultados obtenidos en membrana de nylon, se puede concluir  que aunque la 
plataforma  de  vidrio  permitiría  la  introducción  de  más  sondas,  más  replicas  técnicas  y  el  uso  de 
fluorescencia como método de detección, aumentando la sensibilidad y confidencialidad de la prueba, 
se sacrificarían las ventajas que tiene el formato de membrana, tales como la fácil implementación, la Análisis de resultados  45 
 
posibilidad de probar 43 muestras simultáneamente, y la posibilidad de leer resultados sin la necesidad 
de ningún equipo adicional. Además, la cantidad de reactivos utilizados para 8 ensayos en láminas de 
vidrio, se pueden usar para llevar a cabo 4 ensayos en membrana y se pueden obtener resultados para 
muchas más muestras simultáneamente debido a la capacidad del minibloter 45. Por otra parte, las 
láminas de vidrio no pueden ser reutilizadas y los equipos necesarios para llevar a cabo la detección de 
cepas resistentes en este soporte son mucho más costosos, quedando por fuera del objetivo principal 
del estudio.  
 
7. Conclusiones y recomendaciones 
7.1  Conclusiones 
Fue  posible  adaptar  un  formato  de  hibridación  reversa  para  detectar  las  mutaciones  puntuales 
asociadas a resistencia de M.tuberculosis. a los antibióticos de primera y segunda línea. La herramienta 
desarrollada  presenta  muchas  ventajas  que  le  dan  un  gran  potencial  para  aplicarla  como  un 
complemento a las pruebas fenotípicas. 
 
Se desarrollaron 3 plataformas, la primera llamada Rifampin-Isoniazid-OligoTyping (RIOT), diseñada 
para detectar mutaciones en los genes rpoB, inhA y katG, la que después de una evaluación con 100 
muestras, arrojó resultados de sensibilidad y especificidad comparables a los reportados para pruebas 
comerciales. 
 
La segunda, llamada RIOT-Extend (RIOT-X), fue diseñada para detectar mutaciones en los genes 
rpoB, inhA, katG, gyrA, gyrB, rrs y tlyA. Con esta es posible detectar mutaciones asociadas a resistencia 
con una sensibilidad y especificidad entre el 80 y 100%. Esta plataforma fue probada en 3 diferentes 
laboratorios evidenciando su fácil implementación y buena reproducibilidad. 
 
Estas  dos  plataformas  en  membrana,  presentan  las  siguientes  ventajas:  posibilidad  de  correr 
simultáneamente hasta 43 muestras, incluyendo controles negativos y positivos; se cuenta con réplicas 
técnicas dentro del mismo ensayo (3 para el RIOT y 2 para el RIOT-X) lo que brinda un buen grado 
de confidencialidad. La implementación en los laboratorios de referencia resulto muy viable debido a 
que  se  basa  en  los  mismos  principios  experimentales  del  “spolygotiping”,  y  no  requiere  de  la 
adquisición de reactivos y equipos costosos.  
 
Se desarrolló un flujo de trabajo que permite obtener los resultados de estas dos plataformas, a partir 
de la cuantificación de las señales obtenidas, y constituye una herramienta muy útil para el análisis y 
comparación de resultados. 48   
 
 
Por último se desarrolló una plataforma en láminas vidrio basada en el diseño del primer formato que 
al igual permite detectar resistencia a RIF e INH basado en las mutaciones asociadas más frecuentes, 
pero resultó tener una reproducibilidad muy baja, como consecuencia de defectos en la activación de 
las  láminas  y  pegado  de  las  sondas.  Debido  a  las  numerosas  ventajas  que  presenta  trabajar  en 
membrana, la plataforma de vidrio resultó desventajosa para lograr los objetivos del estudio. 
7.2  Recomendaciones 
Incluir una sonda que permita la identificación del complejo M. tuberculosis, tal como rRNA 16S o 
IS6110, para hacer el ensayo más específico y que al mismo tiempo sirva como diagnóstico de la 
enfermedad. 
 
Cambiar la sonda katG463 debido a que esta mutación no está asociada resistencia a INH en todos los 
casos. Además, eliminar del estudio el gen tlyA cuyas mutaciones no están asociadas a resistencia a 
CAP tal como se describió recientemente por uno de los colaboradores de este trabajo (22). 
 
Es necesario incluir sondas mutante-específicas, especialmente en el caso del gen gyrA, en el que se 
pueden  presentar  mutaciones  no  asociadas  a  resistencia,  esto  para  disminuir  el  número  de  falsos 
negativos que puede presentar el ensayo. 
 
Es necesario desarrollar una forma de amplificar los fragmentos génicos usados para la hibridación 
directamente  de  muestras  clínicas  decontaminadas,  para  lograr  de  este  modo  una  verdadera 
disminución en el tiempo de diagnóstico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
A.  Anexo: Resultados de secuenciación y 
sensibilidad a drogas de las cepas 
utilizadas para evaluar RIOT 
CODIGO  ORIGEN 
SECUENCIACION†  DST 
rpoB  katG  inhA  RIF  INH 
180-RECA  Argentina  531  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
241-GUGL  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
248-ALRO  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
272-VADA  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
294-LAVE  Argentina  Silvestre  315  Silvestre  Sensible  Resistente 
333-TORO  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
400-VIRI  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
431-MORU  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
477-GUSE  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
863-BLGA  Argentina  531  Silvestre  -15  Resistente  Resistente 
1599-DISO  Argentina  526  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
1716-COJA  Argentina  531  Silvestre  -15  Resistente  Resistente 
1731-COMA  Argentina  Silvestre  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
1855-SEDA  Argentina  531  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
1905-ALPE  Argentina  526  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
2353-GEMI  Argentina  531  Silvestre  -15  Resistente  Resistente 
2442-ARJU  Argentina  526  Silvestre  Silvestre  Resistente  Sensible 
2662-CHAN  Argentina  531  Silvestre  -15  Resistente  Resistente 
2807-ESAD  Argentina  526  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
3120-IRBA  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
3232-SACA  Argentina  512  Silvestre  Silvestre  Resistente  Sensible 
3722-SECL  Argentina  531  Silvestre  -15  Resistente  Resistente 
3850-ESWA  Argentina  531  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
3929-FRJU  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
3933-VICR  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
3982-JUMA  Argentina  531  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
3984-FAAN  Argentina  531  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
4403-ARMI  Argentina  531  Silvestre  -15  Resistente  Resistente 
5054-SAFR  Argentina  526  315  Silvestre  Resistente  Resistente 50   
 
5099-ORTA  Argentina  531  Silvestre  -15  Resistente  Resistente 
5201-ZALE  Argentina  531  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
2539  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
3598  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
3720  Argentina  531  Silvestre  Silvestre  Resistente  Sensible 
4000  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
4112  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
4113  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
4538  Argentina  Silvestre  315  Silvestre  Sensible  Resistente 
4894  Argentina  Silvestre  315  Silvestre  Sensible  Resistente 
5750  Argentina  531  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
5879  Argentina  516  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
6548  Argentina  531  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
6672  Argentina  516  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
8995  Argentina  531  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
9805  Argentina  531  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
13154  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
15070  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
15965  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
15987  Argentina  Silvestre  315  Silvestre  Sensible  Resistente 
16227  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Resistente 
16308  Argentina  Silvestre  315  Silvestre  Sensible  Resistente 
16304  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
16314  Argentina  Silvestre  315  Silvestre  Sensible  Sensible 
16316  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Resistente  Sensible 
16319  Argentina  516  Silvestre  Silvestre  Resistente  Sensible 
16322  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
16330  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
16343  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
16355  Argentina  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
16368  Argentina  516  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
1  Letonia  526  Silvestre  Silvestre  Resistente  Sensible 
2  Letonia  526/529  Silvestre  Silvestre  Resistente  Sensible 
3  Letonia  531  Silvestre  Silvestre  Resistente  Sensible 
4  Letonia  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
5  Letonia  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
6  Letonia  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
7  Letonia  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
8  Letonia  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
9  Letonia  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Resistente 
10  Letonia  526/529  315  -15  Sensible  Resistente 
11  Letonia  Silvestre  315  Silvestre  Sensible  Resistente Anexo: Resultados de secuenciación y sensibilidad a drogas de las cepas utilizadas para evaluar 
RIOT 
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12  Letonia  Silvestre  315  -15  Sensible  Resistente 
13  Letonia  Silvestre  315  Silvestre  Sensible  Resistente 
14  Letonia  531  315  -15  Resistente  Resistente 
15  Letonia  531  315  -15  Resistente  Resistente 
16  Letonia  531  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
17  Letonia  516  315  -15  Resistente  Resistente 
18  Letonia  526/529  315  -15  Resistente  Resistente 
19  Letonia  531  315  -15  Resistente  Resistente 
20  Letonia  531  315  -15  Resistente  Resistente 
BTB 05-584  Suecia  533  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
BTB 05-594  Suecia  511/516  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
BTB 05-597  Suecia  531  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
BTB 05-596  Suecia  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
BTB 02-165  Suecia  531  Silvestre  Silvestre  Resistente  Sensible 
BTB 02-021  Suecia  511/516  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
BTB 02-022  Suecia  531/536  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
BTB 02-063  Suecia  Del 508-509  Silvestre  Silvestre  Resistente  Resistente 
BTB 06-042  Suecia  Silvestre  315  Silvestre  Sensible  Resistente 
BTB 06-044  Suecia  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible 
XTB 07-234  Suecia  531  Silvestre  Silvestre  Resistente  Sensible 
XTB 07-245  Suecia  526  Silvestre  Silvestre  Resistente  Sensible 
BTB 04-287  Suecia  526  Silvestre  Silvestre  Resistente  Sensible 
XTB 07-250  Suecia  516  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
XTB 07-256  Suecia  526  315  -15  Resistente  Resistente 
XTB 07-258  Suecia  531  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
BTB 06-187  Suecia  531  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
BTB 06-189  Suecia  531  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
BTB 06-191  Suecia  516  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
BTB 06-192  Suecia  531  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
B.  Anexo: Resultados de secuenciación y sensibilidad a drogas 
de las cepas utilizadas para evaluar RIOT-X 
CODIGO  ORIGEN 
SECUENCIACION  DST 
rpoB  katG  inhA  gyrA  gyrB  rrs  tlyA  RIF  INH  OFL  KAN/CAP 
07-2328  ITM  535, 516  315,463  Silvestre  90,95  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Resistente  Resistente  Resistente  Resistente 
07-3082  ITM  526  315,463  Silvestre  90,95  Silvestre  1401  Silvestre  Resistente  Resistente  Resistente  Resistente 
07-3216  ITM  531  315,463  pos. -15  94,95  Silvestre  1401  Silvestre  Resistente  Resistente  Resistente  Resistente 
08-0757  ITM  531  315  Silvestre  90,95  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Resistente  Resistente  Resistente  Sensible 
08-1171  ITM  516  285,463  pos. -15  95  Silvestre  1401  Silvestre  Resistente  Resistente  Sensible  Resistente 
08-1172  ITM  531  Silvestre  Silvestre  95  Silvestre  1401  Silvestre  Resistente  Resistente  Sensible  Resistente 
08-1186  ITM  531  315,463  Silvestre  95  Silvestre  1401  Silvestre  Resistente  Resistente  Sensible  Resistente 
08-1074  ITM  531  315,463  Silvestre  95  Silvestre  1401  Silvestre  Resistente  Resistente  Sensible  Resistente 
08-1145  ITM  531  315,463  Silvestre  95  Silvestre  1401  Silvestre  Resistente  Resistente  Resistente  Resistente 
08-1151  ITM  531  315,463  Silvestre  95  Silvestre  1401  Silvestre  Resistente  Resistente  Sensible  Resistente 
08-1217  ITM  531  315,463  Silvestre  95  Silvestre  1401  Silvestre  Resistente  Resistente  Sensible  Resistente 
08-1219  ITM  531  463  Silvestre  95  Silvestre  1401  Silvestre  Resistente  Resistente  Sensible  Resistente 
08-1529  ITM  531  315  Silvestre  94,95  Silvestre  1401  Silvestre  Resistente  Resistente  Resistente  Resistente 
09-3132  ITM  Silvestre  Silvestre  Silvestre  95  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible  Sensible  Sensible 
09-3153  ITM  Silvestre  Silvestre  Silvestre  95  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Sensible  Sensible  Sensible 
09-3463  ITM  526  315  Silvestre  90,94  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Resistente  Resistente  Resistente  Sensible 54   
 
09-3657  ITM  531  315  Silvestre  95  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Resistente  Resistente  Sensible  Sensible 
09-3668  ITM  Silvestre  315  Silvestre  95  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Sensible  Resistente  Sensible  Sensible 
09-3847  ITM  531  Silvestre  Silvestre  95  Silvestre  Silvestre  Silvestre  Resistente  Resistente  Sensible  Sensible 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
C.  Anexo: Resultados de secuenciación y 
sensibilidad de las cepas utilizadas en 
ensayos de la plataforma de vidrio. 
CODIGO  ORIGEN 
SEQUENCING/HAIN  DST 
rpoB  katG  inhA  RIF  INH 
042919  Alemania  Silvestre  315  Silvestre  Sensible  Resistente 
062796  Alemania  533  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
042926  Alemania  wild  wild  -15  Resistente  Resistente 
061689  Alemania  wild  315  wild  Sensible  Resistente 
062796  Alemania  526  315  Silvestre  Resistente  Resistente 
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